








Uber das zymatische System und die Wirkungen 
der Essigbakterien.' 


Ve yn 
Ernst Simon. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 10. Mai 1930.) 


Bisher hat man die Leistungen der Essigbakterien ausschlieBlich 
unter dem Gesichtspunkt der von ihnen vollbrachten Oxydation ge- 
wirdigt. Die Essiggirung gilt geradezu als Typus der direkten bio- 
logischen Oxydation; bei ihr entsteht Essigsiure aus Athylalkohol 
iiber die Stufe des Acetaldehyds, die nach dem Prinzip des Sulfit- 
abfangverfahrens festgelegt worden ist®. Von sonstigen chemischen 
Wirkungen der Essigmikroben kennt man andere Oxydationen, die 
sich an einigen sekundaren Carbinolen sowie an mehrwertigen Alko- 
holen und auch an den diesen zuzurechnenden Zuckerarten abspielen. 


L. Boutroux*® scheint der erste gewesen zu sein, der mit Essigbakterien 
die Oxydation von Glucose zu Gluconsdure und weiterhin zu 5-Oxoglucon- 
siure beobachtet hat. Vielleicht ist das von ihm verwendete biologische 
Material (Mycoderma aceti, Micrococcus oblongus) nicht einheitlicher 
Natur’ gewesen. A.J. Brown® schilderte ein aihnliches Verhalten fiir eine 
weitere, gleichfalls zu den Essigbakterien gehérende Mikrobe, fiir das so- 
genannte Bacterium xylinum. Eingehend hat den Vorgang sodann G. Ber- 
trand® untersucht und verschiedene oxydative Wirkungen mit Hilfe des 


1 Auszugsweise vorgetragen am 29. Juni 1929 auf der Generalversamm- 
lung der Vereinigung fiir angewandte Botanik in Konigsberg i. Pr. 

2 C. Neuberg und F.F. Nord, diese Zeitschr. 96, 158, 1919. 

3 L. Boutroux, C.r. 91, 236, 1880; 102, 924, 1886; Ann. Inst. Pasteur 2, 
309, 1888. 

4 Knieriem und Mayer, Landw. Versuchsstation. 16, 305, 1873; EB. Chr 
Hansen, C. r. Labor. Carlsberg 1, 49, 96, 1879; Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 11, 
69, 1893. 

5 4.J. Brown, Journ. Chem. Soc. London 49, 172, 432, 1886. 

6 G. Bertrand, Ann. Chim. Phys. (8) 3, 181, 1904. 
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von ihm Sorbose-bakterium genannten Erregers beschrieben; dieser ist 
nach O. Emmerling als identisch! mit dem Bacterium xylinum Brown an 
zusehen. Er untersuchte insbesondere die Abhiaingigkeit jener typische: 
a-Oxydation von sterischen Verhaltnissen und stellte fest, welche meh: 
wertigen Alkohole mit diesem Erreger zu Ketosen, bzw. welche Aldehyd 
zucker zu den entsprechenden Aldonsiuren oxydiert werden kénnen. Da 
die Aldonsiuren ihrerseits als Carboxylverbindungen mehrwertiger Alkv 
hole erscheinen, so kann an dem der Carboxylgruppe abgewandten Rest 
noch die «-Oxydation eintreten, so daB in diesem Falle 5-Ketosaiuren ent- 
stehen, wie die vorhin erwaihnte, schon von Boutroux neben Gluconsaure 
gewonnene 5§-Ketogluconsiaure. 

Eine Ausdehnung unserer Kenntnisse von der oxydativen Tatigkeit 
der Essigbakterien brachte die Arbeit von F’. Visser *t Hooft?, der seine 
Untersuchungen mit einem von A.J. Kluyver und F.J.G. de Leeuw? 
Acetobacter suboxydans benannten Essigbildner ausfiihrte. Dieses Bak 
terium bewirkte in ausgezeichneter Weise die Oxydation der Zucker sowie 
mehrwertiger Alkohole. Zugleich hat der hollandische Autor Richtlinien fii 
eine zukiinftige Systematik der Essigbakterien angegeben. Auch das von 
S. Hermann* aus der ,,Kkombucha‘, einer Genossenschaft von Essig 
bakterien, isolierte Bacterium gluconicum erzeugt aus Traubenzucker Glucon 
siure und Oxogluconsiure. Die letztgenannte Substanz kann an der als 
charakteristisch betrachteten Orcinreaktion (einem blaugriinen, mit Amy! 
alkohol ausschiittelbaren Farbstoff) erkannt werden, wie vor vielen Jahren 
von C. Neuberg® angegeben worden ist. Die rein fermentative Bildung von 
Gluconsaure aus Glucose unter der Einwirkung einer spezifischen Glucose 
oxydase hat D. Miiller® zwar nicht bei Vertretern der Essigbakterien, abet 
bei Aspergillus niger konstatiert. Uber die Oxydation von Glycerin durch 
einen vom Bacterium xylinum hinsichtlich einiger Eigenschaften ver 
schiedenen Erreger, B. dioxyacetonicum, haben A. J. Virtanen und B. Bar 
lund? berichtet; weitgehende Umwandlung von Glycerin in Dioxyaceton 
mit einem dem B. xylinum sehr nahestehenden Organismus haben auch 
K. Bernhauer, und K. Schén® gefunden. 


C. Neuberg und F. Windisch® haben neuerdings dargetan und 
E. Molinari™ hat bestatigt, daB die Essigbakterien noch ganz andere Wir- 
kungen zu entfalten vermégen. Sie zeigten zunachst, daB die Vertreter 
der drei Hauptgruppen von Essigbildnern, namlich B. pasteurianum 
(als Bieressigbakterium), B. ascendens (als Weinessigbakterium) und 
B. xylinum (als Schleimessigbakterium) unerwartetermaBen stark dis- 
mutative Eigenschaften besitzen, d.h. die Fahigkeit, in vollkommene: 


1 O. Emmerling, B. 32, 541, 1899. 

2 F. Visser ’t Hooft, Dissertation Delft 1925. 

3 A.J. Kluyver und F. J.G.de Leeuw, Tijdschr. Vergel. Geneesk. 10 
170, 1924. 
4 S. Hermann, diese Zeitschr. 214, 357, 1929. 
5 OC. Neuberg, H. 31, 564, 1901. 
6 PD. Miiller, diese Zeitschr. 199, 136, 1928; 205, 111, 1929. 
7 A. JI. Virtanen und B. Badrlund, ebendaselbst 169, 169, 1926. 
8 K. Bernhauer und K. Schén, H. 177, 107, 1928. 
® ©. Neuberg und F. Windisch, diese Zeitschr. 166, 454, 1925. 
° E. Molinari, ebendaselbst 216, 187, 1929. 
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Weise die Disproportionierung von Aldehyden zu bewirken. Das Tat- 
sachenmaterial wurde darauf durch die Beobachtungen von C. Neuberg 


und E. Simon! erweitert, daB — wie bei anderen Zellarten, so auch 
bei Essigbakterien die vorhandene Mutase die bekannten asymme- 


trischen Effekte zeigt. Am Beispiele des racemischen Valeraldehyds ist 
die ausgesprochene sterische Abhangigkeit der Reaktion bewiesen. Die 
Dismutierbarkeit von Ketonaldehyden durch Essigbakterien ist gleich- 
falls bewiesen, so die des Phenylglyoxal-hydrats von P. Mayer? und 
die des Methylglyoxal-hydrats von G.Gorr und G. Perlmann®. Dab 
auch hierbei stereochemische Verhiltnisse besonderer Art obwalten 
und bei den verschiedenen Essigbakterien einerseits und gegeniiber 
mehreren Substraten andererseits in charakteristischer Weise zur 
Geltung kommen, wird spater noch beriicksichtigt werden (S. 258). 

Diese erwahnten Dismutations-vorgange sind nun Umwandlungen, 
die ohne Beteiligung des atmospharischen Sauerstoffs zustandekommen 
und Oxydoreduktionen darstellen. Damit war in gewisser Beziehung 
der AnschluB an die Geschehnisse bei der alkoholischen Garung durch 
Hefenpilze erreicht, die wir heute ja auch als eine Reihe miteinander 
verbundener Oxydoreduktionen auffassen. Hierfiir sprach auBerdem 
bereits der von C. Neuberg und F. Windisch mitgeteilte Befund, dal 
Essigbakterien (B. ascendens) Carboxylase enthalten. Ein Zusammen- 
hang mit den Leistungen der Hefenzellen trat ferner in den Versuchen 
von 7’. Kitasato® zutage, der unter denselben Verhaltnissen wie bei 
Hefe carboligatische Acyloin-synthese mit Essigbakterien erreicht hat. 

Aber alle die erwihnten Erscheinungen lieBen nicht den SchluB zu, 
daB die Essigbakterien ein regelrechtes zymatisches System beherbergen, 
d.h. daB sie wirklich imstande sind, Athylalkohol und Kohlendioxyd 
aus Zucker nach der Proportion der normalen Garungsgleichung zu 
bilden; denn der tibliche Angriff auf Zucker vollzieht sich ja bei diesen 
Organismen in der charakteristischen, von den Vorgangen‘der alkoholi- 
schen Zuckerspaltung ganz weit abliegenden Form der geschilderten 
Oxydation. Sie findet ihren hauptsichlichen Ausdruck eben in der 
angefiihrten Produktion von Carbonsiéuren der Kohlenhydratgruppe, 
welche noch dieselbe Anzahl von Kohlenstoffatomen enthalten wie das als 
Ausgangsmaterial benutzte Kohlenhydrat. Nichts war bekannt iiber 
eine am Zucker ansetzende wahre desmolytische Wirkung der Essig- 
bakterien. 


1 CU. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 174, 452, 1926; 179, 443, 
1926. 

> P. Mayer, ebendaselbst 174, 420, 1926. 

» G. Gorr und G. Perlmann, ebendaselbst 174, 433, 1926. 

4A.a.O. S. 476. 

5 T. Kitasato, ebendaselbst 195, 118, 1928. 
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Unlangst haben nun C. Neuberg und E. Simon' bereits mitgeteilt, 
daB sich auch diese tibergeordnete Leistung der Essigbakterien auf- 
zeigen und in bemerkenswertem Umfange verwirklichen laBt, wenn 
man die Erreger unter die Bedingungen der Anaerobiose bringt. Sir 
haben dargetan, da dann in héchst unerwarteter Weise eine wahre 
alkoholische Garung erzwungen wird, und zwar mit Hexose als Substrat 
Dieses Ergebnis war auch deshalb in hohem Grade iiberraschend, weil 
die vorhin erwaihnte starke Fahigkeit der Essigbakterien zur Dis- 
mutation sich anscheinend ohne nachweisbare Mithilfe von Coferment 
vollzieht. Aus den Untersuchungen von A. v. Lebedew?, A. Harden und 
W.J. Young*, A. I. Virtanen*, H.v. Euler und K. Myrbdck® geht her- 
vor, da die Oxydoreduktion, wenigstens bei der Hefe, an eine Mit 
wirkung des Coferments gekniipft ist. Ein solches Coferment lieB sich 
aber auf die bisher geiibte Art nicht in Essigbakterien nachweisen. Sie 
sind auBerstande, die Apozymase der Hefe zur Vollzymase zu kom- 
plettieren. Daraus ergab sich, daB ein eventuelles Coferment der Dis- 
mutation nicht einfach mit dem Coferment der Garung zu identifizieren 
ist; denn unter anaeroben Bedingungen dismutieren die Essigbakterien 
in idealer Weise und quantitativ die verschiedensten Aldehyde. Sie 
vermégen aber nicht wie erwahnt die Hefen-apozymase zu voller 
Wirksamkeit zu erginzen. Dieser Befund ist somit nicht ohne weiteres 
mit der urspriinglichen Auffassung von H.v. Euler und K. Myrbdack® 
vereinbar, da Cozymase und Comutase identisch sind. Zu diesem 
SchluB waren die Autoren gelangt, obgleich sie die stark dismutations- 
fahigen Lactis aerogenes-Bazillen (bei der gewéhnlichen Priifung) frei 
von Cozymase befunden hatten’. Neuerdings haben die schwedischen 
Forscher diesen Befund wiederum bestatigt® und gelangen auf Grund 
der erwihnten Versuche mit Essigbakterien, die C. Newberg und 
.E. Simon geschildert hatten, sowie nach ihren eigenen Experimenten 
zu der Ansicht, daB es zwei Dismutations-mechanismen geben kénnte 
Wenn man den Autoren hierin folgen will, so kénnte es eine logische 
Konsequenz sein, daB die alkoholische Garung durch Essigbakterien 


1 ©, Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 197, 259, 1928; 199, 232, 
1928. 

2 A. v. Lebedew und N. Griaznoff, B. 45, 3267, 1912. 

3 4. Harden und W. J. Young, Chem. Centralbl.1906, I, 2 
4 4.1]. Virtanen, H. 188, 136, 1924; Chem. Centralbl. 19 
5 


7; Il, 1853 
5, IT, 1609 


» 
4 > 
K. Josephson und H. v. Euler, H. 135, 49, 1924; K. Myrbdck und 
W. Jacobi, H. 161, 245, 1926; H.v. Euler und K. Myrbdck, H. 165, 28. 
1927; H.v. Euler, K. Myrbdéck und R. Nilsson, Svensk. Kem. Tidskr. 38. 
Nr. 11, 1926. 
6 H.v. Euler und K. Myrbdck, H. 165, 28, 1927. 
7 K. Myrbdck und H. v. Euler, B. 57, 1075, 1924. 
8 K. Myrbdck und H. v. Euler, H. 181, 1, 1929. 
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mit Hilfe einer anderen ,,Zymase™* bewirkt wird, als in der Hefe enthalten 
ist. Naher liegt wohl die auch schon von v. Euler in Betracht ge- 
zogene Folgerung, das Cozymase vorhanden, aber so verankert ist, 
daB sie nicht ohne weiteres extrahierbar ist. Unsicher bleibt jeden- 
falls die Annahme einer Identitaét von Cozymase und Comutase fiir 
die Essigbakterien. Immerhin ist es auffallend, daB auch aufgekochte 
Essigbakterien in toto Apozymase nicht zu komplettieren vermégen. 
DaB der Bakterienkochsaft die Induktionsperiode bei der Vergarung 
von Zucker durch Apozymase plus Hefencozymase verlingert, was 
v. Euler und Myrbdck auf Grund eines unserer Versuche erértern, ist 
nicht allgemein der Fall, sondern nur bei B. pasteurianum, nicht aber 
bei B. ascendens beobachtet. 


Jedenfalls kann man mit Essigbakterien, und zwar mit B. pasteu- 
rianum, B. ascendens sowie mit dem in diesem Zusammenhang erst- 
malig gepriiften Acetobacter suboxydans eine wahre alkoholische Zucker- 
spaltung zustande bringen. Fiir den von mir verwendeten Stamm des 
letztgenannten Erregers war allerdings, wie hier erwahnt sei, Ziichtung 
auf peptonfreiem Nahrboden (Bouillon und Bierwiirze-Agar) erforder- 
lich: erfolgte bei der Kultivierung ein Zusatz von 0,5°., Pepton, so 
blieb der zymatische Effekt vollkommen aus. Im iibrigen ist weiter 
keine Bedingung zu erfiillen, als daB Sauerstoff ferngehalten wird. 
Die Anaerobiose kann durch Herstellung einer Stickstoff- oder Kohlen- 
dioxyd-atmosphare bewirkt werden (siehe 8.259). Die alkoholische 
Spaltung durch Essigbakterien erfolgt gemai®B dem normalen Garungs- 
quotienten; Alkohol und Kohlensaure stehen in praxi im Verhaltnis 
von 1:1. 


Nach unseren beiden ersten Mitteilungen iiber diesen Gegenstand 
erschien eine Publikation von H.Haehn und M. Engel’, in der die 
Autoren neben der tiberwiegend oxydativen Verwertung, von Zucker, 
die sich in der bekannten Entstehung von Gluconsdure ausdriickte, 
auch ein Auftreten von Milchséure angeben, und zwar bei Verwendung 
des Essigbildners B. xylinum. Hierbei scheinen die Verhiltnisse kom- 
pliziert zu liegen; denn aus dem von ihnen mitgeteilten Bilanzversuch 
geht hervor, daB aus 3,8 g verarbeitetem Invertzucker innerhalb drei 
Wochen 0,287 g Milchsiure und 3,75 g Gluconséure entstanden waren. 
Da aber die in der verarbeiteten Menge Invertzucker enthaltene Quan- 
titat Glucose nur 1,9 g betragt, so kénnten lediglich 2,07 g Glucon- 
siure gebildet werden. Fructose kann namlich nicht als Muttersubstanz 
der Gluconsaure gelten, von anderen Griinden abgesehen auch deshalb 


' H. Haehn und M. Engel, Centralbl. f. Bakteriol., Il. Abt., 79, 182, 


1929. 





258 E. Simon: 


nicht, weil G. Bertrand’ ihre Totaloxydation durch das gleiche Bakterium 
als charakteristisch erkannt hat. Leider ist der Nachweis von Milch- 
saure, deren Auftreten in Analogie zu der friiher festgestellten, aller 
dings viel schnelleren und reichlichen Entstehung von Weingeist plus 
Kohlendioxyd durchaus méglich erscheint, nur indirekt erbracht und 
weder durch eine qualitative Reaktion der Milchsaure als solcher, noch 
durch Isolierung derselben gestiitzt; den SchluB auf das Vorliegen von 
Milchsaure haben die Autoren aus der Entwicklung jodbindender Sub 
stanzen bei der bekannten Permanganat-oxydation gezogen. 

Um die Gegenwart eines wahren desmolytischen Systems in den 
Essigbakterien weiter zu belegen, habe ich neue Versuche iiber das 
Vorkommen von Carboxylase in diesen Organismen angestellt. Ich 
fand sie in dem Bacterium Acetobacter suboxydans. Die Carboxylase 
ist in den frischen Bakterien gegeniiber freier und gepufferter Brenz- 
traubensiure als Substrat funktionstiichtig. Eine 63°,ige Spaltung 
der Brenztraubensaure erzielte ich durch Anwendung des Sulfit-abfang 
verfahrens auf die Brenztraubensaure-vergirung nach C. Neuberg und 
E. Reinfurth?. Die bisher noch nicht vorgenommene Priifung von 
Aceton-dauer-prdparaten der Essigbakterien auf Carboxylase ergab bei 
B. pasteurianum eine carboxylatische Zerlegung der Brenztrauben- 
sdure zu 67°.,. 

Die Ketonaldehyd-mutase fand ich ebenfalls im Acetobacter sub 
oxydans wirksam. Diese Mikrobe wandelt das Methylglyoxal-hydrat 
quantitativ um. Es gelang mir die Abscheidung von analysenreinem 


Zink-lactat in einer Ausbeute von 68°,. Die entstandene Milchsaure 
bestand zu 90°, aus d(—)-Milchsaure ({x], des Zinksalzes +- 7,1°) 


Der asymmetrische Effekt des wirksamen Systems der Agenzien ist 
also deutlich. Dieses Ergebnis méchte ich deshalb besonders her 
vorheben, weil man mit Bakterien im allgemeinen aus Methylglyoxal- 
hydrat d, l-Lactat erhalt®, waihrend aus Phenylglyoxal-hydrat bishe: 
immer optisch aktive Mandelsiuren gewonnen worden sind. 

DaB die alkoholische Zuckerspaltung mit Hilfe von Essigbakterien 
denselben Weg nimmt wie der desmolytische Abbau der Hexosen durch 
andere Zellarten, habe ich bewiesen durch Isolierung von Methylglyoxal 
bei der Zerlegung von Hexose-di-phosphat. Zu diesem Zwecke wurden 
die Erreger in ein Aceton-priparat verwandelt. Mit demselben war es 
méglich, etwa 50°, des aus Hexose-di-phosphat abgespaltenen Zuckers 


1 ].¢. S. 210; vgl. auch Visser ’t Hooft, 1.c. S. 93—94, der das Aus 
bleiben der Saurebildung aus Fructose unter der Einwirkung von Essig 
bakterien bestitigt hat. 

2 ©. Neuberg und E. Reinfurth, B. 58, 1042, 1920. 

8 Vel. C. Newberg und E. Simon, Ketonaldehydmutase in Oppenheimer 
Pincussen, Methodik der Fermente, Bd. ITI, 8S. 1311, 1928. 
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als Methylglyoxal nach C. Newberg und M. Kobel! zu gewinnen. Zu 
diesem schon vor 2 Jahren angestellten Teil meiner Versuche muB ich 
bemerken, da®B sich damals die Ausarbeitung der Methode noch in 
ihren Anfangen befand, so daB die wahren Ausbeuten an Methylglyoxal 
wohl viel héher zu veranschlagen sind. Jedenfalls enthalten die Essig- 
bakterien Glykolase. Verwendet wurde B. pasteurianum. 

Im Einklang mit dem letzten mitgeteilten Befund steht die starke 
De-phosphor ylierungs-kraft der Essigbakterien. Die Priifung an Hexose- 
di-phosphat zeigte, daB Acetobacter suboxydans in 48 Stunden mehr 
als 80°, des angewandten Zucker-phosphorsdure-esters zu spalten 
vermochte. 

Somit sind alle wichtigen Teilenzyme der Garung in Essigbakterien 
nachgewiesen worden und ihre Auffindung bildet eine starke Stiitze 
fiir die Folgerung, daB der Mechanismus der alkoholischen Garung 
bei den Essigbakterien demjenigen, bei den Hefen an die Seite zu stellen 
ist. Die alkoholische Zuckerspaltung erreicht bei Essigbakterien einen 
Umfang von 20 bis 40°, bezogen auf den vorhandenen Zucker. Dann 
kommt die Reaktion aus Griinden, iiber die heute noch nichts Sicheres 
ausgesagt werden kann, zum Stillstand. Entfernt man aber am Ende den 
angesammelten Alkohol und fiigt zu dem Gargut frische Essigbakterien, 
so gelingt es, von dem iibriggebliebenen Zucker wiederum 15°, nach 
dem Schema der alkoholischen Zuckerspaltung zu zerlegen. 

Aus all dem ergibt sich klar, da8 man durch einfache Anderung 
des Gasmediums — durch Einbringung in Stickstoff oder Kohlendioxyd 

die Essigbakterien zu Erregern der alkoholischen Gadrung machen kann. 
Sehr beachtenswert ist es, da die gewéhnlichen Verhialtnisse der 
regelrechten Oxydation bei Sauerstoffzufuhr wieder hergestellt werden. 
Wenn man namlich nach anaerob vollbrachter rein zymatischer Leistung 
die von den Essigbildnern erzeugte alkoholische Maische durchliiftet, 
so fiihren sie den erzeugten Alkohol glatt und quantitativ in Essig- 
siure iiber. Es ist also nicht etwa eine Umwandlung von Essigbakterien 
in hefeartige Organismen erfolgt, sondern sie nehmen lediglich unter 
den besonderen Bedingungen des Experiments den Stoffwechseltypus 
der alkoholischen Garung an. 

Die eingehende Bearbeitung des zuvor beschriebenen Problems 
gab nun auch Veranlassung, die jetzt besonders interessierende Frage, 
wie sich die durch Essigbakterien bewirkte Umwandlung des Acet- 
aldehyds unter den verschiedenen Bedingungen gestaltet, einer ge- 
naueren Priifung zu unterziehen. 

Neuberg und Windisch hatten seinerzeit die beachtliche Fest- 
stellung gemacht, daB unter anaeroben Bedingungen die Oxydoreduktion 


1 ©. Neubergund M. Kobel, diese Zeitschr. 203, 463, 1928; 207, 232, 1929. 
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des Acetaldehyds quantitativ vollzogen wird. Durch Trocknung det 
Essigbakterien war es ihnen weiter gelungen, auch bei Aerobiose die 
Dismutation zwar nicht mehr vollstandig, aber doch in begrenztem 
Umfange durchzufiihren. Gestiitzt auf diese Befunde haben die Autoren 
den Gedanken ausgesprochen, daB die gewéhnliche Essiggérung, die 
unter Aeration verlauft, gleichfalls eine dismutative Phase einschlieBt 
Zunaichst miiBte der Alkohol zu Aldehyd dehydriert werden, der dann 
halftig zu Alkohol und Essigséure divproportioniert wird. Letztere 
ist Endprodukt, wihrend der auf diese Weise entstandene Alkohol 
immer wieder in Acetaldehyd zuriickverwandelt wird. 


E. Molinari! hat unter mannigfach variierten Bedingungen ge- 
funden, daB eine Bildung von Athylalkohol aus Acetaldehyd auch bei 
erheblicher Sauerstoffversorgung stattfinden kann. Beziiglich der in 
Betracht kommenden Experimente sei auf seine Mitteilung! verwiesen. 


H. Wieland und A. Bertho® sowie neuerdings A. Bertho® haben 
gegen die Zulissigkeit der Anschauung von Newberg und Windisch 
Einwande erhoben. Die anaerobe Dismutation des Acetaldehyds wird 
von den Autoren keineswegs bestritten, doch verlauft sie nach ihren 
Angaben so viel langsamer als die direkte Oxydation des Acetaldehyds, 
daB unter den natiirlichen Verhaltnissen wesentlich die Dehydrierung 
von Acetaldehyd in Betracht komme. Der Dehydrierungsvorgang 
wurde durch Sauerstoffabsorption manometrisch gemessen, die Prifung 
auf dismutative Fahigkeit geschah durch Titration der gebildeten 
Essigsiure. Ob unter den fiir die Sauerstoffversorgung als optimal 
betrachteten Bedingungen aus Acetaldehyd Weingeist hervorgeht, ist, 
soweit ich sehe, von den Autoren nicht untersucht worden. Die hin- 
sichtlich der zeitlichen Verhaltnisse bestehenden Differenzen sind 
dadurch zu erklaren, daB die Bedingungen bei den Dismutations- 
versuchen von Wieland und Bertho einerseits, von Neuberg und Windisch, 
Molinari sowie Neuberg und Kobel* andererseits verschieden waren. 
Wenn trotz schnellerer Oxydation unter gleichen Umstanden der Sauer- 
stoffversorgung iiberhaupt Alkohol entsteht, so ergibt sich daraus, 
weil dafiir nur die dismutative Bildungsweise in Erwagung zu ziehen 
ist, daB diese Reaktion, losgelést von allen theoretischen Betrach- 
tungen, eine gewisse Rolle spielen kann. 


' E. Molinari, diese Zeitschr. 216, 187, 1929. 

2 H. Wieland und A. Bertho, A. 467, 95, 1928. 

3 4. Bertho, A. 474, 1, 1929. 

4 C. Neuberg und M. Kobel, Zeitschr. f. physikal. Chem., Abt. A. (Haber- 
Band), 189, 631, 1928. 

5 Siche hierzu auch F. Windisch, Die deutsche Essigindustrie 30, 357, 
1926. 
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Infolge der weittragenden Bedeutung des diskutierten Problems 
erwies es sich daher als notwendig, eine Klirung zu versuchen. Von 
einer indirekten Beweisfiihrung glaubte ich absehen zu sollen. Ich habe 
unter Innehaltung der von Wieland und Bertho vorgeschlagenen Be- 
dingungen, welche die reine Oxydation gewahrleisten sollen, auf Eintritt 
der Dismutation, d. h. auf Bildung von Athylalkohol, gefahndet. Aus 
analytischen Griinden kamen nur Makro-versuche grofen Stils in 
Betracht. In Anlehnung an die ersten diesbeziiglichen Angaben von 
Neuberg und Windisch wurde zunachst zur Herstellung einer neutralen 
Reaktion Calciumcarbonat als Bodenkérper angewendet, wahrend in 
den Versuchen von Wieland und Bertho mit Acetatpuffer hergestellte 
schwach saure Reaktion von py = 5,6 herrschte. Bei meinen Versuchen 
mit CaCO, ergab sich, daB ausnahmslos bei Einwirkung des Bacterium 
pasteurianum auf Acetaldehyd Weingeist entstand, und zwar auch 
unter Aerobiose etwa 10°,, der Menge, die aus dem wirklich umgesetzten 
Acetaldehyd dismutativ hervorgehen kann. Die Fragestellung be- 
dingte es, daB ich natiirlich die Umsetzung des Aldehyds nicht bis 
zu Ende gehen lieB, sondern den Versuch abbrach, als noch Acet- 
aldehyd iibrig war. Bei verlingerter Versuchsdauer mu selbstver- 
stindlich der dismutativ gebildete Athylalkohol oxydiert und ver- 
braucht werden. Wenn ich aber den biologischen ProzeB rechtzeitig 
zum Stillstand brachte, so fand ich die erwiihnten Ausbeuten an Athyl- 
alkohol. 

Die ausfiihrliche Beschreibung der Versuche ist im experimentellen 
Teil wiedergegeben; im Prinzip wurden sie in folgender Weise vor- 
genommen: 

Je sechs Ansatze wurden gleichzeitig in der Schiittelmaschine be- 
wegt. Jeder von ihnen enthielt Acetaldehyd, frische Bakterien sowie 
Calciumcarbonat und Wasser. Das Gemisch befand sich in einer 
Mineralwasserflasche mit PatentverschluB von 475 bis 510 cem Fassungs- 
vermégen. Uber dem aus 90 ccm bestehenden Gemisch war somit 
ein Luftraum von durchschnittlich 400 cem, also gréBer als bei 
Wieland und Bertho. Die Dauer der Schiittelung 120 Bewegungen 
in der Minute betrug durchschnittlich 25 Minuten bei 28°. Der 
Inhalt der GefaBe wurde sofort zur Unterbrechung weiterer enzymatischer 
Einwirkungen direkt destilliert und in den vereinigten Destillaten 
mehrerer Schiittelansitze (18 an Zahl) der restierende Acetaldehyd 
durch Titration mit Hydroxylaminsulfat bestimmt. Der Acetaldehyd 
wurde alsdann mit Silberoxyd zerstért. Letzteres war vollkommen 
alkalifrei; es gelangte in einer aus Silbernitrat mit einem Unterschub 
von Natronlauge frisch erzeugten Form zur Anwendung. Besondere 
Versuche haben gelehrt, daB Silberoxyd nicht etwa eine rein chemische 


Dismutation des Acetaldehyds und damit Athylalkoholbildung hervor- 
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ruft. Bekanntlich tritt ja tiberhaupt die Cannizzarosche Reaktion 
mit Acetaldehyd in vitro nur schwierig und spurenhaft ein. Das Silber- 
oxyd zerstért eher einen Teil des biochemisch gebildeten Weingeistes, 
so da®B hierdurch héchstens eine Alkoholverminderung eintreten kénnte 
Die Behandlung des anreichernd eingeengten Destillats erfolgte zu- 
naichst durch Schiittelung mit Silberoxyd in der Kalte, dann durch 
Kochen am gut wirkenden Energie-riickfluBkiihler. Letzterer wurde 
ausgespilt und das zunachst metallisches Silber enthaltende Reaktions- 
gemisch wiederum anreichernd destilliert. Der vorhandene Sprit wurde 
schlieBlich im aldehydfreien Destillat nach Zeisel bestimmt. Da andere 
Jodalkyl bildende Stoffe nicht vorhanden sind selbst Acetaldehyd 
wiirde zu keiner Entstehung von Athyljodid AnlaB geben! —, so ist der 
Ausfall dieser Versuche mit Zeisel-Bestimmungen beweisend. Gleich- 
falls eine sichere Kennzeichnung ist die Reoxydation des Alkohols 
zu Acetaldehyd mittels Bichromat und Schwefelsdure, die in der Mehr- 
zahl der Falle vorgenommen wurde. Der Nachweis des so zuriick- 
gebildeten Acetaldehyds erfolgte jeweils durch Gewinnung_§ seines 
charakteristischen gelben p-Nitrophenyl-hydrazons und durch die 
Lewinsche Reaktion (Blaufirbung mit Nitroprussidnatrium + Pipe- 
ridin). 

Angesichts der Wichtigkeit der Frage habe ich mich aber nicht 
mit solchen quantitativen Bestimmungen begniigt, sondern in einer 
Serie von GroBversuchen den trotz hinreichender Aeration dismutatii 
gebildeten Athylalkohol in Substanz isoliert und in Form seines p-Nitro 
benzoeséure-esters zur Analyse gebracht. Zu dieser Isolierung wurden 
— nicht ohne Miihe — 130 Einzelportionen geschiittelt, auf die vorhin 
erwihnte Weise verarbeitet und die dann vorhandenen Mengen Athy!- 
alkohol schlieBlich nach Konzentration des Destillats auf ein geringes 
Volumen mit Pottasche abgeschieden. Die Isolierung der abgehobenen 
Alkoholschicht gelang recht gut durch Ausschiittelung mit reinstem 
(garantiert alkoholfreiem, tiber Natrium destilliertem) Ather. Die 
atherische Lésung wurde darauf iiber gegliihtem Glaubersalz getrocknet 
und der in ihr enthaltene Athylalkohol nach der neuesten Vorschrift 
von J. Meisenheimer und W. Schmidt? in den p-Nitrobenzoesaure-ester 
iibergefiihrt. Der Schmelzpunkt stimmte mit dem von reinem p-nitro 
benzoesaurem Athyl iiberein und die Analyse zeigte gleichfalls ein 
wandfrei das Vorliegen der Verbindung an. 

Aus den bisher beschriebenen Versuchen ergibt sich somit, daf} 
bei neutraler Reaktion und ausreichender Sauerstoffversorgung etwa 
20°,, des umgesetzten, aber noch nicht in seiner Gesamtheit ver 


1 M.J. Stritar und H. Zeidler, Zeitschr. f. analyt. Chem. 48, 392, 1904 
2 J. Meisenheimer und W. Schmidt, A. 475, 157, 1929. 
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arbeiteten Aldehyds dismutativ verbraucht, d. h. 10°, der theoretisch 
méglichen Menge Alkohol gebildet werden kénnen, vielleicht aber mehr, 
da wohl ein Teil des zunichst gebildeten Weingeistes oxydativ weiter 
verandert wird. 

Diese Befunde schienen zunadchst im Widerspruch zu den von 
Wieland und Bertho auf indirekte Weise erhaltenen Ergebnissen zu 
stehen. Ich ging nunmehr dazu iiber, die Dismutationsleistung der 
Essigbakterien bei der von diesen Autoren gewahlten sauren Reaktion, 
bei pu 5,6, zu priifen. Ich fand, daB die Mutase-wirkung durch diese 
pu-Verschiebung stark beeinfluBt wird. In einer Serie von Versuchen, 
die anstatt Calciumcarbonat Acetatpuffer (pq = 5,53) enthielten, belief 
sich die gebildete Menge Athylalkohol auf beinahe 2°,, der Theorie. Zu- 
sammensetzung der Ingredientien, Temperatur und Schiittelungsdauer 
war im tibrigen die gleiche wie bei den CaCQ,-Ansitzen. In einigen 
Fallen wurde die Schiitteldauer herabgesetzt, so daB noch erheblichere 
Mengen Acetaldehyd iibrig waren, doch stieg der Ertrag an Alkohol 
nicht. Bei der Aufarbeitung wurde insofern eine Modifizierung vor- 
genommen, als vor Bestimmung des Rest-aldehyds zur Entfernung mit 
iibergegangener Essigsiure eine Rektifikation des ersten Destillats 
iiber kohlensaurem Kalk eingeschaltet wurde. 

Die Gegeniiberstellung der Versuche bei neutraler Reaktion und 
bei pu 5,6 zeigt, daB der Acetaldehyd-verbrauch unter den gleich 
gewahlten Bedingungen praktisch der selbe ist, die Ausbeute an Weingeist 
sinkt dagegen im letzten Falle auf den fiinften Teil herab. Man kann 
daher wohl aus diesem Ergebnis folgern, da dehydrierendes und dis- 
mutierendes Ferment voneinander verschieden sind. Den von Wielands 
urspriinglichen Ansichten (1914) abweichenden SchluB auf das Vorliegen 
zweier Fermentsysteme hat bereits Bertho (1. c. 8S. 57) gezogen auf Grund 
der Beobachtung, daB bei lebenden Bakterien, sobald sie alterten, 
die Mutasewirkung in einem Falle vollkommen fehlte, wahrend die 
Dehydrase noch wirksam war. 

Den, wie man &4nnehmen darf, exakten Beweis fiir die Verschieden- 
heit von Dehydrase und Mutase konnte ich nun erbringen, als ich nicht 
mit frischen Essigbakterien, sondern mit Aceton-prdparaten (B. pasteu- 
rianum) die Umwandlung des Acetaldehyds untersuchte. 

Bereits E. Buchner und R. Gaunt' hatten festgestellt, daB in Aceton- 
Dauer-Zubereitungen von Essigbakterien eine Alkohol-oxydase nur 
schwach wirksam ist. Bertho kam auf Grund seiner Versuche mit 
Aceton-praparaten, an denen er einen ganz minimalen Sauerstoff- 
verbrauch konstatierte, zu dem Ergebnis, daB ein Arbeiten mit solchem 
Fermentmaterial fiir kinetische Messungen keine Aussichten bietet. 


1 E. Buchner und R. Gaunt, A. 849, 140, 1906. 
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Ich habe zunachst anaerobe und aerobe Versuche mit Acetaldehyd 
und Aceton-praparaten in Gegenwart von Calciumcarbonat ausgefiihrt 
Das Resultat war, daB auch bei hinreichender Sauerstoffversorgung 
der Acetaldehyd weitgehend nach der Dismutationsgleichung um 
gewandelt wird. Die im aeroben Versuch erhaltene Alkoholmenge 
entsprach der des anaeroben Ansatzes. In der Folge wurden die Aldehyd- 
versuche daher nur in einer Luftatmosphire ausgefiihrt. Aus zahl- 
reichen Kontrollen mit zugesetztem reinem Alkohol ging hervor, 
daB mit Aceton-praparaten nur 10 bzw. 15°, der angewendeten 
Alkoholmenge oxydativ angegriffen werden. Um diese Ergebnisse ganz 
einwandfrei zu gestalten, wurde neben der Ermittlung des Athylalkohols 
auch eine Bestimmung der gebildeten Essigsiure vorgenommen. Im 
Aldehydversuch wurden angenahert die berechneten Mengen Weingeist 
und Essigsiure gefunden. Falls fiir die Dismutation des Acetaldehyds 
ein Coferment nétig ist, reicht jedenfalls die Behandlung mit Aceton 
nicht zu seiner Entfernung aus. Dies hatte bei Berthos langere Zeit 
digerierten frischen Bakterien der Fall sein kinnen. Im Alkohol-Kontroll- 
versuch wurde eine Alkoholabnahme von 10°, festgestellt. Dieses 
Defizit konnte als Essigsiure wiedergefunden werden. 


Aus diesen Untersuchungen geht hervor, daB die Aceton-praparate 
der Essigbakterien (B. pasteurianum) nur noch wenig wirksames 
dehydrierendes Ferment enthielten, waihrend ihre Mutase funktions- 
tiichtig geblieben war. 


Die Mutase war in den mit Aceton behandelten Essigbakterien 
auch im sauren Bereich, d. h. bei Anwendung von Acetatpuffer, tatig, 
aber in erheblich schwicherem Grade als beim Neutralpunkt, was 
mit den Beobachtungen an frischem Bakterienmaterial iibereinstimmt. 


Experimenteller Teil. 


’ Bakterienmaterial. 


AuBer dem bereits friiher benutzten Stamm von B. pasteurianum 
(und B. ascendens) wurde ein neuer Vertreter aus der Gruppe der Essig 
bakterien, der Acetobacter suboxydans', in den Bereich der Untet 
suchungen gezogen. Die Priifung des Bakterienstammes erfolgte unter 
Verwertung einer Angabe von F. Visser ’t Hooft? durch den Nachweis det 
charakteristischen Dioxyacetonbildung aus Glycerin. Beziiglich der Massen- 
ziichtung kann auf die friihere Mitteilung*® verwiesen werden. Das Wachstum 
war nicht so iippig wie bei B. pasteurianum. (Uber den Einflu8 eines Zu- 





' Eine Reinkultur dieses Erregers hat Herr Prof. Dr. A. J. Kluyver 
in Delft dem hiesigen Institut in liebenswiirdiger Weise iiberlassen. 

2 F. Visser ’t Hooft, 1.c. S. 24— 285. 

3 ©. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 199, 235, 1928. 
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satzes von 0,5°, Pepton zu dem aus Bouillon und Bierwiirze-Agar be 
stehenden Nahrmilieu siehe S. 257.) Besonderen Dank méchte ich Frau 
Gertrud Joel fiir die unermiidliche Hilfe bei der Massenziichtang der Bakterien 


aussprechen. 


Die Untersuchungen erstreckten sich auf die Betatigung folgender 
Fermente: 


I. Zymase. 11. Carboxylase. 111. Ketonaldehyd-mutase. 1V.Glyko- 
lase. V. Phosphatase. WI. Aldehyd-mutase. 


I. Zymase. 


Die Anordnung der Garansitze war im wesentlichen die gleiche 
wie sie bereits beschrieben worden ist. Auf die Anwendung von Hefen 
kochsaft und eine dadurch erzielbare Erhéhung der Garleistung wurde 
diesmal verzichtet, um méglichst einfache und durchsichtige Versuchs- 
bedingungen zu schaffen. Der erste mit Acetobacter suboxydans an- 
gestellte Garversuch hatte dasselbe positive Ergebnis wie die mit 
B. pasteurianum und _ B.ascendens ausgefiihrten Untersuchungen. 
Um so auffalliger war es, als in den nach einem laingeren Zeitraum 
wieder aufgenommenen Versuchen plétzlich das Ausbleiben jeglicher 
Garwirkung konstatiert wurde. Bei der eingehenden Erforschung 
der Ursachen dieser Erscheinung ergab sich, daB inzwischen sowohl 
zum festen als auch zum fliissigen Nahrboden ein Zusatz von 0,5 
Pepton-Witte erfolgt war, der sich fiir das Pilzwachstum als giinstig 
erwiesen hatte. Bei Fortlassung des Peptons war wieder das Auftreten 
normaler alkoholischer Garung zu konstatieren. Die Griinde dieser 
zwischen stickstoffhaltigem Nahrmedium und zymatischer Wirksamkeit 
herrschenden Beziehung sind bisher nicht naher erforscht. Beachtens- 
wert ist, daB dieses eigentiimliche Verhalten nur fiir den Acetobacter 
suboxydans gilt; wenigstens zeigen weiter unten mitgeteilte Versuche 
(4,5), daB B. pasteurianum unabhangig von den Ziichtungsbedingung>n 
den anaeroben Zuckerabbau vollzieht. 


Die Bestimmung des Rest-zuckers war friiher so vorgenommen, 
daB aliquote Teile der von Alkohol befreiten und aufgekochten Ansatze 
mit frischer Hefe zusammengebracht wurden. Da nach der ent- 
wickelten Quantitat Kohlendioxyd zunachst nur etwa 45°, des von den 
Essigbakterien nicht angegriffenen Zuckers ermittelt worden waren 
so lag die Vermutung nahe, daB ein Teil des Zuckers in anderer Weise 
verarbeitet wird. Diesem Punkte war daher besondere Beachtung zu 
schenken. Mit Hilfe genauer Methoden war nunmehr der Nachweis 
modglich, da unter anaeroben Bedingungen kaum andere Prozesse 
intervenieren. Aus den zu Beginn und bei Beendigung der Versuche 


gemachten Zuckerbestimmungen ergab sich einwandfrei, daB der ge 
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samte iibriggebliebene Zucker wiedergefunden werden kann. Jn Ve 
suchen mit B. pasteurianum (6, 8. 270) wurde festgestellt, dap die alko 
holische Garung in einer Kohlensdure-atmosphare in demselben Umfang 
eintritt, wie wir thn frither fiir eine Stickstoff-atmosphdre ermittelt hatten 
Weiterhin ist es méglich, nach erfolgter anaerober Gdrung durch Einleite: 
eines Luftstromes in das Gdrgemisch den gebildeten Weingeist in Essigq- 
sdure zu verwandeln (Versuch 7, 8.271). Diese Oxydation verliuft 
quantitativ. Simtliche Operationen wurden unter sterilen Bedingungen 
ausgefiihrt; die bakteriologische Priifung der Bakterien nach Beendi 
gung des Versuchs zeigte deren Vorliegen in Reinkultur und un- 
verminderte Wachstumsfahigkeit an. 

Da die anaerobe Vergirung des zugefiigten Zuckers mittels Essig 
bakterien nicht quantitativ verlief, wurde gepriift, ob nach Entfernung 
des gebildeten Alkohols durch Destillation auf Zusatz frischer 
Bakterien erneute Garung eintrat (Versuch 8). Dies war tatsachlich 
der Fall. 

Zur Entscheidung der Frage, ob fiir die Erzielung der alkoholischen 
Zuckerspaltung durch Essigbakterien eine vollkommene Anaerobiose 
erforderlich ist, wurde ein Versuch angestellt, bei dem der Raum eines 
ruhenden (nicht geschiittelten) GargefaBes ein geringes Quantum 
Luft enthielt (Versuch 3, S. 268). Auch in diesem Falle fand Alkohol 
bildung statt; das Verhaltnis Alkohol: Kohlensaiure betrug angenahert 
ebenfalls 1:1. Man kann somit schlieBen, da® die Diffusion nur 
gering war. 

Von zahlreichen gleichartig verlaufenen Versuchen werden nach- 
folgend einige Beispiele angefiihrt. Die abzentrifugierten und _  ge- 
waschenen Bakterien wurden in sterilem Leitungswasser suspendiert 
Darauf wurde zu einem Teil der Aufschwemmung Glucoselésung 
gefiigt, der andere Teil diente als Kontrolle. 


1. Versuch mit Acetobacter auboxrydans in Stickstoff. 
1. 18g Glucose + 150cem H,O + Bakterien (2,5 g Trocken- 
substanz). 
2. 60ccem H,O + Bakterien (1,0 g Trockensubstanz). 


Angewandt je 10,0 cem Gemisch zum Eudiometerversuch. 





Bei 30° entwickelte cem CO» 


Nach 0 Std.. 
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Nach Beendigung des Versuchs wurden Proben von 1 und 2 zur 
sunye 


bakteriologischen Priifung abgenommen: Wachstum in Reinkultur. 


Zeisel-bestimmuneg. 


Gefunden in 1 (l00cem Garfliissigkeit): 0.1150 g¢ Alkohol: 
c(s .. is 0.00 ¢ Alkohol?. 


Berechnung. 
CO, gefunden fiir 0,12 g angewendeten Zucker: 
In I: 6.3 com 
Kontrolle: 0,2 


6.leem Ce dy. 


Reduziert auf Normalbedingungen 5.5cem CO,. Aus 0,12 g 
Zucker kénnen entstehen: 29,9cem CO,. Gefunden also 18,4°,, der 
Theorie. 

Alkohol gefunden in 100ccm_ Garfliissigkeit (— 1,2 g Zucker) 
0.1150 g 19,17°,, der Theorie. 


2. Versuch mit Acetobacter suborydans in Stickstot}. 

1. 20cem Glucoselésung (4,09 g) + 230 ccm H,O + Bakterien 
(5,4 g¢ Trockensubstanz) 

2. 70cem H,O + Bakterien (1,51 g Trockensubstanz). 


Zum Eudiometerversuch angewandt je 10,0cem Gemisch. 





Bei 29° entwickelte m Os» 
l 
Nach O Sta ra 
D1 1.3 ‘) 
5 \ 3.5 ) 
9] . 7.0 0) 
44 7.0 0 


Zeisel-bestimmung (l0Ocem Garfliissigkeit). 


Gefunden in 1 (pro 100 cem): 0,1978 g Alkohol. 


Zuckerbestimmung. 
1. Bei Versuchsbeginn. 10ccem der Bakteriensuspension wurden 
mit 9eem H,O und leem 5°, iger kolloidaler Eisenlésung versetzt 
und zentrifugiert. 


In den ohne Zucker angesetzten Kontrollversuchen (Bakterier 
Wasser) wurde niemals Alkohol gefunden. Die Bestimmungen werden 
daher in den folgenden Versuchen nicht mehr besonders protokolliert 
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Polarisation im 2-dem-Rohr ergibt einen Gesamtgehalt von 4,09 g 
Zucker. 

2. Bei VersuchsabschluB. Polarimetrisch ermittelt 75,2°,, Rest- 
zucker. Titrimetrisch nach Lehmann 75,6°., Zucker. 

Berechnung. 

CO, enstanden aus 10,0cem Géargemisch: 7,0ccem. Reduziert 
auf Normalbedingungen = 6,3 cem CO,. Aus 0,1636 g¢ Zucker kénnen 
entstehen: 40,7 cem CO,. Gefunden also 15,5°,, der Theorie. 


Alkohol gefunden in 100ccm Garfliissigkeit (— 16g Zucker 
0,1978 g = 23,7°, der Theorie. 


3. Versuch mit Acetobacter suboxydans (Casraum : Luit). 


1. 18g Glucose + 150cem H,O-+ Bakterien (2,65 ¢ Trocken- 
substanz). 


2. 60 ccm H,O + Bakterien (1,06 g Trockensubstanz). 


Zum Eudiometerversuch angewandt je 10,0 cem Gemisch. 





Bei 29° entwickelte cem CO, 


1 2 
meen «OO. Gs 0) 0 
ae era 3,5 0 
I Ca 4.6 0,1 
Me? Sa eae oh 7.5 0,1 


Zeisel-bestimmung (l00Q ecm Garfliissigkeit). 


In 1 (pro 100 cem) gefunden: 0,1242 g Alkohol. 


Berechnung. 

CO, gefunden fiir 0,12 g angewandten Zucker: In 1: 7,5 ccm 
Kontrolle 0,1 cem = 7,4cem. Reduziert auf 0° = 6,7 cem CO,. Aus 
0,12 g Zucker kénnen entstehen: 29,9 cem CO,. Gefunder, also 22,4 ' 
der Theorie. 

Alkohol gefunden in 100cem Garfliissigkeit (— 1.2 ¢ Zucker): 
0,1242 g = 20,7°,, der Theorie. 


4. Versuch mit B. pasteurianum (Ziichtung ohne Pepton) in Stickstoff. 
1. 2,7 g Glucose + 300cem H,O + Bakterien (10.2 g Trocken- 
substanz). 


2. 60cem H,O + Bakterien (2,04 g Trockensubstanz). 
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auf © 
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Zum Eudiometerversuch angewandt je 10,0 cem Gemisch. 





Bei 29° entwickelte cem CO, 
l 2 
Nach @M@...«. 0 0 
ee CREE 1,5 0 
| aes 4,9 0 
an a x 5,7 0 
a «is 5,7 0 


Zeisel-bestimmung (100 cem Gartfliissigkeit). 


In 1 (pro 100 cem) gefunden: 0,1196 g Alkohol. 


Berechnung. 


CO, entstanden aus 10,0cem Gargemisch: 5,7 ccm. Reduziert 
auf 0° = 5,2cem CO,. Aus 0,09 g Zucker kénnen entstehen: 22,4 ccm 
CO,. Gefunden also 23,0°,, der Theorie. 

Alkohol gefunden in 100 ccm Garfliissigkeit (= 0,9 g Zucker): 


0.1196 g 25,9°,, der Theorie. 


5. Versuch mit B. pasteurianum (Ziichtung mit Pepton) in Stickstoff 
1. 15 g Glucose + 150cem H,O-+ Bakterien (10,2 g Trocken- 
substanz). 
2. 75cem H,O + Bakterien (5,1 g Trockensubstanz). 


Zum Eudiometerversuch angewandt je 10,0 cem Gemisch. 





Bei 29° entwickelte cem CO», 


l 2 

Nach 0O Std... a 0 0 
“a 1,0 0,2 

ae ae 1,8 0,2 

me a 46 a 4 9,9 0,2 
ra dover 9,6 0,2 


Zeisel-bestimmung (l00cem Gartliissigkeit ). 


In 1 (pro 100 cem) gefunden: 0 1932 g Alkohol. 


Berechnung. 
CO, entstanden aus 10,0 ccm Giargemisch: 9,6 ccm. Kontrolle 
0,2 cem 94cem. Reduziert auf 0° 8,5cem CO,. Aus 0,1 g Zucker 
kénnen entstehen: 24,9cem CO,. Gefunden also 34,1°,, der Theorie. 
Alkohol gefunden in 1l00cem_ Garfliissigkeit (— 1g Zucker) 
0.1932 g = 38,6°, der Theorie. 


Biochemische Zeitschrift Band 224. 18 
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6G. Versuch mit B. pasteurianum (Gasraum : C¢ Vo). 


1. 150cem H,O + Bakterien (4,8 g Trockensubstanz) + Glucos: 





2,31 g). 
2. 60cem H,O + Bakterien (1,92 g Trockensubstanz). 
Zum Eudiometerversuch angewandt je 10,0 cem Gemisch. zu 
Da 
Bei 33° entwickelte cem CO, aby 
1 ’ oo 
Boat: @ Otel. .3 0 iL 
ae 9.4 4,1 des 
Peer a 10,6 4,1 
Mo 19.6 4,1 
Oe te 2 10.6 4,1 kon 
* Die relativ grobe Menge COs, die in den Kontrollversuchen (Bakterien in mit Kohl 
siure gesittigtem Wasser) auftritt, riihrt hier und in den analogen Fallen von der Austreibung k 
des zunichst in der Fliissigkeit absorbierten Kohlendioxyds her oO! 
GWU 
Zeisel-bestimmung (100 cem Gartliissigkeit 
Gefunden in 1 (pro 100 cem): 0,1518 g Alkohol. 
Berechnung. ent 
CO, entstanden aus 10,0cem Gargemisch: In 1: 10,6 cem 
Kontrolle 4,1 cem = 6,5cem. Reduziert auf 0° = 5.8cem CO,. Aus 
0,154 g Zucker kénnen entstehen: 38,35cem CO,.  Gefunden also 
15,1 °,, der Theorie. 
Alkohol gefunden in 100 ccm Garfliissigkeit (= 1,54 g Zucker) 
O,1518 g 19,7 °., der Theorie. 
7. Versuch mit B. pasteurianum (Gasraum: N, und CQ,). 
1. 175ceem H,O + Bakterien (5.9¢ Trockensubstanz) + Glucose (3 
(3,013 g) in Ng. 
2. 175ceem H,O + Bakterien (5.9 g Trockensubstanz) + Glucose 


(3,013 g) in CQO. 
3. 90cem H,O + Bakterien (3,03 g Trockensubstanz) in N,. 
4. 90cem H,O + Bakterien (3,03 g Trockensubstanz) in CQ,. 


Fir Eudiometerversuche je 10,0 cem von 1, 2, 3 und 4. 





Bei 28° entwickelte com CO, 
es 1 2 3 4* 
pee Se OU ei oe 0 0 0 0 
sa ic Rb ick” gs EGS "ie. be 4,2 8,2 0 4.2 
Bees, = he 7,0 10,0 0 42 
4 at 2. pee 7.0 10.4 0 4.2 


* Siehe Anmerkung zur Tabelle des 6. Versuchs 
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Zeisel-bestimmung (50¢c¢cem Garfliissigkeit 
Gefunden in 1: 0.0920 g¢ Alkohol. 
2: 0.0923 g 


80 cem Garfliissigkeit von 1 und 95 cem Garfliissigkeit von 2 wurden 
zur Oxydation verwendet, indem 2! ., Stunden Luft durchgeleitet wurde. 
Darauf wurde die gebildete Essigsiure durch Wasserdampfdestillation 
abgetrieben. Destillat 1: 1400, Destillat I]: 1260 cem. Titration von je 
50 cem. Fiir 1: 1,3 cem, fiir 2: 1,59 cem n/10 NaOH verbraucht 

Gesamtdestillat I enthielt somit 0.2184 g Essigsaure, Gesamt- 
destillat 11 0,2404 g Essigsaure. 

Aus den in 80 cem Garfliissigkeit I vorhandenen 1,3776 g Zucker 
konnten entstehen: 0,9184 g¢ Essigsaure. 

Aus den in 95 cem Garfliissigkeit I] vorhandenen 1.6359 g Zucker 
konnten entstehen: 1,0906 g Essigsaéure. 


CO, entstanden aus 10,0cem Gargemisch in 1: 7,0 ccm, in 2: 


6,2 com. 
Reduziert ., 1:64 ,, F265 
Aus 0,171 g Zucker (enthalten in 10,0 cem Gargemisch) kénnen 
entstehen: 42,6 cem CQ,. 


Ergebni 


1 (N,) 2 (CQO,) 
CO,: 15,01 °, CO,: 13.1%, 
Athylalkohol : 21.37% Athylalkohol : 91.39% 
Essigsaure: 23,78 °,, Essigsaure: 22,04 


8. Versuch mit B. pasteurianum (Gasraum: CQ,). 


1. 150cem H,O + Bakterien (5,1 g Trockensubstanz) + Glucose 
(3.00 g). 


2. 100cem H,O + Bakterien (3,4 g Trockensubstanz). 


Fiir Eudiometerversuch je 10,0 cem Gemisch. 





|. Vergiirung 


Bei 29° entwickelte ecm CO, 
l 
ee WS ee era y 0 
3 Saree 77 4.5 
17 Pi anak) is 12.2 4.5 
4] SY ge ae os 12,2 $.5 


Siehe Anmerkung zur Tabelle auf 8S. 270 


Zeisel-bestimmung (l0Ocem Giariliissigkeit). 


In 1 (pro 100 cem) gefunden: 0,1426 g Alkohol. 
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Berechnung. 
CO, entstanden aus 10,0 cem Gargemisch in 1: 12,2 ccm 


18 ,, “ ror i 
7,7 ccm 

Reduziert auf 0° = 7,0cem CO,. 

Aus 0,2g Zucker (enthalten in 10,0 cem Gargemisch) kénne1 
entstehen: 49,8 ccm CQg,. 

Gefunden also 14,1°,, der Theorie. 

Alkchol gefunden in 1: 0,1426 g 14,23°,, der Theorie. 

Der Riickstand des entgeisteten Gargemisches wurde mit frischen 
Bakterien angesetzt. 

1. 150cem H,O + Bakterien (4,5 g Trockensubstanz). 

2. 100cem H,O + Bakterien (3,6 g Trockensubstanz). 





Il. Vergiirung In 
Bei 29° entwickelte cem CO» ; 
- lie’ 
2* 
de: 
pace O Bia... ... 0 0 
i: .. eee 9,8 3,2 
_ St eee 10,2 3,2 sal 
| ar ae 19,2 3,2 W; 
* Siehe Anmerkung zur Tabelle auf S. 270. sul 
Zeisel-bestimmung (100 cem Garfliissigkeit ) mi 
So 
In 1 (pro 100 ccm) gefunden: 0,1012 g Alkohol. ' 
m- 
Berechnung. sic 
CO, entstanden aus 10,0cem Gargemisch in 1: 10,2 cem fre 
, 7 . 100 S: (22° 40 
- A. 
4,0cem 
Reduziert auf 0° 6,3 cem CQ,. 
Da 14°, des Zuckers vergoren waren, befanden sich in 150 cem 
Gargemisch 2,58g Restzucker, in 10,0cem somit 0,172 g Zucke 
Aus diesem kénnen entstehen: 42,8 cem CQ. 
Gefunden also 14,7°, der Theorie. hy 
Alkohol gefunden 0,1012 g 11,77 °,, der Theorie. 
SOI 
II. Carboxrylase. 
Versuch 1. 15 cem m/10 Brenztraubensaéure wurden mit 1,5 ccn tra 
2 mol. Kaliumacetatlésung und 2,5 g Trocken-praparat (steril auf To: ger 
entwissert) von Acetobacter suboxydans gemischt. Von der au! gel 


50cem aufgefillten Aufschwemmung wurden 25ccm im Eudiomete! 


angesetzt. 
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Versuch 2. Ansatz wie Versuch 1, jedoch ohne Kaliumacetat 





Ke » e! ke I a) 
1 
meen © @i@>..«.. 0 0 

3 - os 7,2 6.4 
ES Se ee 8,2 7.5 
_ aa 10,2 $,0) 
ae = 11,6 8,0 
eae 12.7 8.0 
DO 13.2 8,0 


Jerechnung. 
CO, gefunden in 1: 13.2 cem 
2: 82 

Reduziert auf Normalbedingungen in 1: 12,0 cem, in 2: 7,3 com 

15 ccm m/10 Brenztraubensaiure — 0,132 g befanden sich in 50 cem 
In 25 cem waren also 0,066 g Brenztraubensadure, die 16,8 cem CO, 
liefern kénnen. Vergoren waren demnach in 1: 71,4", in 2: 43.45 
der Theorie. 


Versuch 3a. 6.0 cem m-Dinatriumsulfit, 6,0 cem m-Brenztranben- 
siure und 6.0cem Essigsdure-Acetat-gemisch wurden mit 42 ccm 
Wasser sowie 3g steril auf Ton getrockneten Bakterien (Acetobacter 
suboxydans) versetzt. Das Gemisch blieb unter LuftabschluB (Garaufsatz 
mit Quecksilberdichtung) 40 Stunden im Brutschrank bei 37° stehen 
Sodann wurde das Reaktionsgemisch in Eis abgekiihlt und mit 6 com 
m-BaCl,-Lésung sowie 6 com m-Na,CO,-Lésung versetzt. Durch vor 
sichtige Destillation iiber 4g CaCO, wurde der abgefangene Acetaldehyd 
freigemacht und mit Wasserdampf iibergetrieben. Volumen des Destillats 
400 com. Titration mit Hydroxylaminsulfat nach C. Neuberg und 
A. Gottschalk. 

15 cem Destillat verbrauchten 1,42 com n 10 NaOH. 1,42 . 44 

6,248 mg Acetaldehyd. 
6,248 . 400 
Im Gesamtdestillat waren also = 0.1666 g¢ Acetalde- 
» 
hyd vorhanden. Angewendet waren 6,0ccm m-Brenztraubensiure 
0,528 g, die 0,264g Acetaldehyd geben kénnen. Die Ausbeute betrug 
somit 63,1°,. 

Versuch 3b. Zum Eudiometerversuch wurden 2,0 cem m-Brenz 
traubensaiure, 2,0 ccm m-Dinatriumsulfit, 2,0 ccm Essigsaiure-Acetat- 
gemisch mit 1g Trocken-bakterien und 14 ccm Wasser zusammen 
gebracht. Angewandt 15,0 ccm. 


1 C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 164, 1924 
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Bei 37° entwickelte ecm CO, 
Nach O Min.. . yea ) 
<< a — 2,8 
ae : > s —_ 9.6 
[| ea: 30. ee... « iss 13,6 
Sian + > ; : io 15,0 
S — oe ee 20,0 
a ee 20.4 


Berechnung. 

Das 20ccm betragende Gesamtgemisch enthielt 2cem m-Brenz 
traubensaure 0,176 g. Angewandt waren 15,0 cem, d. h. 0,132 g 
Brenztraubensaure, die 33,6 ccm CO, liefern konnten 

CO, gefunden: 20,4 ccm. 
Leduziert auf 0°: 18,0 

Vergoren waren demnach 53,5°,, der Theorie. 

Versuch 4. Carboxrylase im Aceton-trocken-praparat von B. pasteurianum. 

2 g Aceton-priparat, 1,5 cem m-Brenztraubensdure, 1,5 ccm 
Acetat-puffer, 1,5 com m-Na,SO,, Wasser, aufgefiillt auf 35,0 cem 

Ins Eudiometer eingefiillt 17,5 cem. 





Bei 37° entwickelte eem C0, 


Nach 0 Std.. ) 


LY 


‘ a ae ea arse 3 
oe * 2 


x mi 


"a eee l 
“a 1 
Berechnung. 

Das Gesamtgemisch enthielt 1,5cem m-Brenztraubensaure — 0,132 ¢ 
in 35,0 cem. Angewandt wurde die Halfte; aus 0,066 g Brenztrauben 
siure konnten 16,8 cem CO, entstehen. 

Gefunden CO,: 12,8 cem. 
Reduziert auf 0°: 11,3 
Vergoren waren also 67,1°... 


III. Ketonaldehyd-mutase. 

Zu einer Aufschwemmung von Acetobacter suboxydans, entsprechend 
3,5 ¢ Trockensubstanz, wurden 10 g Kreide und 15 cem (= 1,326 ¢ 
Methylglyoxal-lésung gefiigt; dann wurde ein Volumen von 1:1 her- 
gestellt. Nach Sattigung mit Kohlensaure l5stiindige Digestion bei 37° 

Die in iiblicher Weise vorgenommene Aufarbeitung lieferte 1,738 ¢ 
reines Zinklactat, was einer Ausbeute von 68°, entspricht. 

Eine Lésung, die 0,1250 g lufttrockenes 0,1052 g wasserfreies 
Salz in 5,0 cem enthielt, wies im 2 dem-Rohr eine Ablenkung von 
a + 0,30° auf. [a]; = + 7,1°. 





Ue 
mit 
test 
Hey 
b. ] 
Aus 
l 
) 
3 
4 
). 
6. 
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0,1076 ¢ wasserfreies Salz lieferten 0.0357 ¢ ZnO. 


C,H,O,),Zn (wasserfrei). Ber. ZnO 33,45°.: gef. ZnO 33,18 


1V. Glykolase. 

Die Fahigkeit der Essigbakterien, Methylglyoxal zu bilden, wurde 
mit Hilfe der von Neuberg und Kobel (a. a. O.) ausgearbeiteten Methodik 
festgestellt. Als bewahrtes Substrat diente das Magnesiumsalz der 
Hexose -di- phosphorsaure. In Vorversuchen wurde ermittelt, dab 
8. pasteurianum in Gestalt seines Aceton-trocken-prdparats  giinstige 

Ausbeuten an Methylglyoxal lieferte. 


Aceton-Bakterien (1 ¢ in 100 cem). 





Methylglyoxal gebildet 





veins nach 1 Tag nach 2 Tag 
l 0,025 ¢ ‘Trockenbakterien 
10cem 15°.ig. Mg-Salz, ‘ Haucl 
20 , HO 
2. 0.05 ¢ Trockenbakterien, 
mn 10 eem 15° ig. Mg-Salz, 
29 , H,O 
3 0.1 g¢ Troekenbakterien, 
L0cem 15° ig. Mg-Salz, 
20. HO 
4 0,025 ¢ Trockenhakterien, | 
Deem 15 %ig. Mg-Salz, Spur Spur 
25 . H,O 
D. 9.05 ¢ Trockenbakterien, 
Seem 15%ig. Mg-Salz, 
25. H,O 
6. O,l¢ Trockenbakterien, 
Seem 15° ig. Mg-Sulz, Hauch 
‘ 25, HO 
a Methylglvoxal noch vorhanden 
— nach 1 Tag nach 2 Tagen 
¥: 0,025 ¢ Trockenbakterien, 
10cem 0,1 % ig. Methylglyoxal-losung, 
20, HO 
8. 0,05¢ Trockenbakterien, 
19ecem 0.1 % ig. Methylglyoxal-losung, 
o. BO pire 
id 9. 0.1 Trockenbakterien, | 
1L9cem 0,1 %ig. Methylglyoxal-losung, \ 
20. HO 
T- 10. 0,025 ¢ Trockenbakterien, | 
“) 5eem 0,1 % ig. Methylglyoxal-lésung, 
25 , H,0 
+ 11. 0.05 ¢ Trockenbakterien, 
Seem 0,1 %ig. Methylglyoxal-lisung, 
es 25 , H,O 
=. 01g Trockenbakterien, | 
nm 5eem 0,1 %ig. Methylglyoxal-losung, Spur 


25 ” Hy‘ ) 
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Bilanzversuche. 
1. 400 cem 6,705 °,,iges Mg-Hexose-di-phosphat, 
400 com H,O, 
1,3 g Aceton-praparat der Essigbakterien, 
8ecem Toluol. 
2. Wie Ansatz 1. (Parallelversuch.) 
3. 300cem H,O, 
0,5 g Aceton-praparat, 
3cem Toluol. 


4. 75cem 0,1°%,ige Methylglyoxal-lésung, 
75cem H,O, 
0,25 g Aceton-praparat, 
15cem Toluol. 

5. Wie Ansatz 4. (Parallelversuch.) 

6. ecm 0,1 °,,ige Methylglyoxal-lésung, 


75 

75cem H,O, 

0,25 g Aceton-praparat, 
15cem Toluol. 


7. Wie Ansatz 6. (Parallelversuch.) 


Die Ansatze blieben zwei Tage bei 37° stehen. Die Bestimmung der 
Phosphat-abspaltung und die Aufarbeitung der Ansatze erfolgte in det 
von Neuberg und Kobel (1. c.) angegebenen Weise. 

In 1 cem der Ansitze 1 und 2 waren im Mittel nach 48 Stunden 
0,89 mg P, in 1 cem von Ansatz 3 waren 0,0035 mg P aus der Bak- 
terienmasse abgespalten. Fiir 1 cem Versuchslésung betrug somit der 
abgespaltene Phosphor 0,89 mg — 0,0035 mg = 0,8865 mg P. 

130 ccm der filtrierten Versuchslésung wurden mit der sechsfachen 
Menge Alkohol gefallt. In dem Niederschlag, der Hexose-di-phosphat. 
Hexose-mono-phosphat und anorganisches Phosphat enthielt, wurde der 
Mono-phosphat-phosphor in iiblicher Weise bestimmt. Seine Menge 
machte pro Kubikzentimeter urspriingliches Versuchsgemisch 0,44 mg 
aus. Wird dieser Wert von der insgesamt abgespaltenen Phosphormenge 
abgezogen, so ergibt sich der durch vollkommene De-phosphorylierung 
des Hexose-di-phosphats entstandene anorganische Phosphor zu 
0,8865 mg —- 0,44 mg = 0,4465 mg P. 

Dieser Phosphormenge entsprechen 1,2957 mg Zucker. Qualitative 
Priifung ergab Anwesenheit von Zucker, eine quantitative Bestimmung 
wurde nicht ausgefiihrt. 


Zur Isolierung des Methylglyoxals wurden je 600 ccm der mit 
Trichloressigsiure enteiweiBten Versuchslésungen I und II verwendet 
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Die Fallung erfolgte mit je 2 g 2,4-Di-nitrophenylhydrazin in salzsaurer 
Lésung. Nach zwei Stunden wurde der Niederschlag zentrifugiert, 
mit Salzsiure, Wasser und Alkohol gewaschen und getrocknet. Die 
Ausbeute belief sich auf 1,6037 bzw. 1,6852 g Methylglyoxal-bis-2,4-di- 
nitrophenylhydrazon 0.3341 bzw. 0.3511 g Methylglyoxal-hydrat 
0,557 mg bzw. 0,585 mg pro Kubikzentimeter. Durch Fallung der 
Vergleichsversuche, die fertiges Methylglyoxal enthielten, wurde 
festgestellt, daB pro Kubikzentimeter 0,105 mg Methylglyoxal-hydrat 
durch Dismutation verschwunden waren. Addiert man diese umgesetzte 
Menge zum isolierten Methylglyoxal, so ergeben sich 0,398 bzw. 0.418 g 
Methylglyoxal-hydrat, oder pro Kubikzentimeter 0,662 mg bzw. 0,690 mg. 
Die Ausbeute betrug somit 49,93 °., baw. 53,25... Wie S. 259 ausgefiihrt 
ist, sind dies Minimalwerte, um so mehr, als der entstandene freie 
Zucker nicht quantitativ ermittelt wurde (s. 8.276). 
Die erst aus Pyridin und dann aus Nitrobenzol umkristallisierten 
sis-hydrazone schmolzen bei 297 bis 298°. 


1. 4,849 mg Substanz: 7,470 mg CO, und 1,220 mg H,O. 


2,041 ,, bs 0,457 cem N, bei 24° und 765 mm. 
2. 5,050 mg Substanz: 7.800 mg CO, und 1,32 mg H,0O. 
2,140 ,, a 0,473 ccm N, bei 23° und 758 mm. 
C,H,.N,O, Ber. C= 41,66%, H = 2,80%,, N = 25,93 
(432) geff. I C= 42.01%, HB = 261%, N = 25,90° 
I C=42,10% H 2,92 ‘ N 25,42 


V. Phosphatase (in Acetoba ter suboxydans). 
I. 30cem H,O + Bakterien (0,8 g Trockensubstanz) + 10 cem (0.5 g) 

Magnesium-hexose-di-phosphat + 0,5ccem Toluol. 

Il. 30cem H,O + Bakterien (0,8 g Trockensubstanz) + 10 cem H,O 
0.5cem Toluol. 

Die Ansatze wurden im Brutschrank bei 37° belassen. 

Die Phosphor-abspaltung wurde kolorimetrisch verfolgt. Zu diesem 
Zwecke wurden 2 cem Gemisch mit 8 ccm H,O verdiinnt und klar 
filtriert; in 1,5 bzw. 2cem Filtrat wurde der anorganische Phosphor 
bestimmt. 





Aus leem Versuchsgemiscl 


abgespaltene mg 


I lI* 

Nach @ Std... . fiass 9.52 0 
ca. we Ss Ss 41.66 0 

a teh od ne 50.10 0 


* Die Kontrolle enthielt keine bestimmbaren Mengen Phosphor 


Die Hydrolyse betrug 83,5 ° 
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VJ. Aldehyd-mutase. 
l. Anaerobe Dismutation. 

Eine 4,3 g Trockensubstanz entsprechende Aufschwemmung von 
Acetobacter suboxydans wurde mit 10 g kohlensaurem Kalk und 20 cem 
(= 0,8008 g) Acetaldehydlésung unter Zusatz von 1 ccm Toluol mit 
Leitungswasser auf 1 Liter gebracht. Nach 20stiindiger Digestion in 
einer CO,-Atmosphare bei 37° war der Aldehyd verschwunden, so 
daB die Aufarbeitung erfolgen konnte. Das Reaktionsgemisch wurd 
mit Wasserdampf destilliert und das Destillat durch weiteres Einengen 
auf 15cem gebracht. 


Zeisel-bestimmung (in 5cem ein Drittel des End-destillats). 

Gefunden hierin: 0,1311 g Alkohol. 

Der Riickstand der Wasserdampfdestillation wurde zentrifugiert 
und 1700 ccm der 2210 ccm betragenden Lésung auf dem Wasserbade 
eingeengt. Die restierende Fliissigkeit wurde mit H,PO, kongosauer 
gemacht und der Wasserdampfdestillation unterworfen. —Destillat 
2000 cem. 


50 cem verbrauchten 1,7 cem n/10 NaOH. Gesamtverbrauch somit 
- ; : 2210 . 68 
1,7 . 40 68 ccm. Gefunden also in toto 88,4 com 
700 


n/10 NaOH . 6 = 0,5304 g Essigsdure. 


Berechnung. 
0.4004 . 46 
0,8008 g Acetaldehyd kénnen geben - 0.4136 ¢ Alkohol 
: 44 
gef. 0.3933 g 


| 


0.4004 . 60 af 
0,8008 g Acetaldehyd kénnen geben “ 0,5460¢ Essigsaure ; 


gef. 0,5304 ¢ 


2. Aerobe Dismutation. 


In zahlreichen Vorversuchen hatte sich gezeigt, das der Nachweis 
der Acetaldehyd-dismutation in Gegenwart von Sauerstoff nur unter 
ganz bestimmten Bedingungen méglich ist. Der primar gebildete 
Alkohol wird nimlich sekundar zu Essigsiure oxydiert. Nur wenn de? 
Aldehyd nicht véllig verbraucht ist, gelang es, das intermediare 
Auftreten von Athylalkohol festzustellen. In der Mehrzahl der Ver- 
suche konnten 5 bis 10°, des tatsichlich umgesetzten Aldehyds 
als Alkohol ermittelt werden. 
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Methodik. 


Acetaldehyd wurde in Gegenwart von Calciumcarbonat mit einer 
Suspension der Essigbakterien geschiittelt. Angaben iiber Mengen- 
verhaltnisse, Zeitdauer und Temperatur finden sich in den nachstehend 
angefiihrten Protokollen. 


Nach Beendigung des Schiittelns wurden mehrere Portionen an- 
reichernd destilliert und alsdann zusammen auf ein kleines Volumen 
gebracht. Der Gehalt an _ restierendem, verlustlos aufgefangenem 
Acetaldehyd wurde durch Titration mit Hydroxylamin-sulfat be- 
stimmt. Nunmehr erfolgte die Zerstérung des Aldehyds durch Zu- 
gabe von einem Uberschu8 iiber die aquivalente Menge Silbernitrat 
und von etwas weniger als der darauf berechneten Menge Kalilauge. 
Nach weiterem Einengen geschah die analytische Bestimmung des 
Alkohols nach Zeisel. In allen Fallen waren die Aldehydreaktionen 
negativ, obwohl dieser an und fiir sich die Analysenresultate nicht 
stérend beeinfluBt. 

In fast allen wichtigen Fallen wurde der auf dem Dismutationswege 
erzeugte Athylalkohol mit Bichromat und Schwefelsiure re-oxydiert. 
Das unter Eiskiithlung aufgefangene Destillat gab dann mit Nitro- 
prussidnatrium und Piperidin tiefe Blaufirbung:; bei Zusatz von 
p-Nitrophenylhydrazin in essigsaurer Losung trat der charakteristische 
gelbe Niederschlag des Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazons auf, das 
durch den Schmelzpunkt identifiziert wurde. 

Kontrollversuche lehrten, daB bei der Behandlung von Acetaldehyd 
mit Silbernitrat + KOH keine Spur von Alkohol auftritt. 

Versuchsbeispiel I und II jiir die Kontrollen. Je iti¥eem Aldehyd 
lésung (0.88 ¢) wurden mit 54cem n KOH und 10.2 g¢ AgNO, (dreifache 
berechnete Menge) versetzt. Nach mehrstiindigem Kochen am Riicktlub 
kiihler wurde anreichernd destilliert. Die Lewinsche Reaktion auf Acet 
aldehyd war negativ. Bei der Zeisel- Bestimmung schied sich keine Spur Jod- 
silber aus. 


Aerobe Schiittelversuche mit Bacterium pasteurianum, 
Zusammensetzung jeder einzelnen Versuchsportion: 
l0cem Acetaldehydlésung, 
10 ,, Bakteriensuspension, 
70 ,, Wasser, 
0,5 g Calciumcearbonat. 


Der iiber der Fliissigkeit stehende Luftraum der Schiittelgefabe 
betrug 400 cem, war also gréBer als in den von Wieland und Bertho 


verwendeten Behaltern. 








et Et) 
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VI. 


E. Simen: 


Jede Portion 163 mg Aldehyd, 131 mg Bakterien. 12 Portione: 
45 Minuten bei 29 bis 30° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. . ... . . 1,956g. 
Umgesetzt Aldehyd. .... . . 1,893 g. 
Gefunden Alkohol. . .... . . OOI19g. 


. Jede Portion 163mg Aldehyd, 287mg Bakterien. 12 Portionen 


20 Minuten bei 28° geschiittelt. 

Angewandt Aldehyd. . . . . . . 1,956 g. 

Gefunden Alkohol. . . .. . . . 0,097 g. 
Jede Portion 135,5mg Aldehyd, 212 mg Bakterien. 5 Portionen 
18 Minuten bei 27 bis 28° geschiittelt. 

Angewandt Aldehyd. . . . . . . 0,542 ¢. 

Gefunden Alkohol. . . . . . . . 0,081 g. 


. Jede Portion 124,3mg Aldehyd, 402mg Bakterien. 5 Portionen 


20 Minuten bei 27 bis 28° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. .... . . 0,6215g. 
Umgesetzt Aldehyd. .... . . OA785g. 
Gefunden Alkohol. . .... . . 0,023 g. 


. Jede Portion 125,4mg Aldehyd, 379mg Bakterien. 5 Portionen 


16 Minuten bei 29° geschiittelt. 
g 


Angewandt Aldehyd. . . . . . . 0,627. 
Umgesetzt Aldehyd. . . ; . . OSS ez. 
Gefunden Alkohol. . . ... . . 0,032 g¢. 


Jede Portion 130,9mg Aldehyd, 412mg Bakterien. 5 Portionen 
20 Minuten bei 27° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. . . .. . . 0,6545g. 
Umgesetzt Aidehyd. .... . . 0,508 g. 
Gefunden Alkohol. . . . . . . . 0,023 g. 


. Jede Portion 132mg Aldehyd, 317mg Bakterien. 5 Portionen 


18 Minuten bei 29° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. .. .. . . 0,660. 
Umgesetzt Aldehyd. .... . . 0,469. 
Gefunden Alkohol. . . . .. . . 0,055 g. 


Jede Portion 139,4mg Aldehyd, 317mg Bakterien. 5 Portionen 
13 Minuten bei 30° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. . . .. . . 0,697 g. 
Umgesetzt Aldehyd. .... . . 0,3225g. 


Gefunden Alkohol. . .... . . 0,046. 
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IX. Jede Portion 135mg Aldehyd, 369mg Bakterien. 5 Portionen 
14 Minuten bei 28° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. . . .. . . 0,675 g. 
Umgesetzt Aldehyd. . . . . . . OA575g. 
Gefunden Alkohol. . . . . . . . 0,037 g¢. 


X. Jede Portion 135 mg Aldehyd, 281 mg Bakterien. 5 Portioner 
14 Minuten bei 28° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. . . . . . . 0,675. 
Umgesetzt Aldehyd. . ... . . 0,353 ¢. 
Gefunden Alkohol. . . . . . . . 0,046 g¢. 


XI. Jede Portion 135 mg Aldehyd, 281 mg Bakterien. 5 Portioner 
13 Minuten bei 28 bis 29° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. . . . . . . 0,675 g. 
Umgesetzt Aldehyd. . . . . . . 0,358 g. 
Gefunden Alkohol. . . . . . . . 0,037 g. 


XII. Jede Portion 147,4mg Aldehyd, 265mg Bakterien. 5 Portione 
16 Minuten bei 27 bis 28° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. . . . . . . 0,737 g. 
Umgesetzt Aldehyd. .. . . . . 0,627 g. 
Gefunden Alkohol. . . . . . . . 0,082 g¢. 
XIII. Jede Portion 140,3mg Aldehyd, 265mg Bakterien. 5 Portioner 
16 Minuten bei 26 bis 27° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. . . . . . . 0,704. 
Umgesetzt Aldehyd. . . . . . . 0,539. 
Gefunden Alkohol. . . . . . . . 0,047 ¢. 


XIV. Jede Portion 145,2mg Aldehyd, 307mg Bakterien. 5 Portioner 
16 Minuten bei 28° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. . . . . . . 0,726g. 
Umgesetzt Aldehyd. . . . . . . 04335 g. ° 
Gefunden Alkohol. . . . . . . . 0,027 g¢. 


XV. Jede Portion 145 mg Aldehyd, 307 mg Bakterien. 5 Portionet 
14 Minuten bei 29° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. . . . . . . 0,725¢g. 
Umgesetzt Aldehyd. . . . .. . 0,516 g. 
Gefunden Alkohol. . . . . . . . 0,028 g. 


DaB in Versuch [IV und VI, VIII und X, sowie IX und XI die gleichen 
Mengen Alkohol festgestellt wurden, beruht auf einem Zufall und der Ab 
rundung der Daten auf drei Dezimalstellen. 

Um den dismutativ gebildeten Athylalkohol auch in Substanz zu 
gewinnen, habe ich die Miihe nicht gescheut, eine groBbe Anzahl von 


Schiittelversuchen anzustellen. 
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x) Jede Portion 156,.2mg Aldehyd und 380mg _ Bakterien. 


54 Portionen: 25 Minuten bei 29° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyvd. . . . . . . 84348 g. 
Umgesetzt Aldehyd. . .. . . . 7,1252g. 
Gefunden Alkohol. . . . . . . . 0,322 g¢, 


d.h. 8,65°,, der theoretisch méglichen Menge. 
fb) Jede Portion 156mg Aldehyd und 345mg_ Bakterien. 


76 Portionen; 25 Minuten bei 28° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. . . . . . . 11,856g. 
Umgesetzt Aldehyd. . . . . . . 10,071 g. 
Gefunden Alkohol. . . . ... . O5175g, 


d.h. 9,83°., der theoretisch méglichen Menge. 


Die beiden den Weingeist enthaltenden und zu den Zeisel-analysen 
benutzten Lésungen der Versuche ~) und /) wurden vereinigt und 
konzentriert; der Alkohol wurde schlieBlich mit Kaliumcarbonat aus- 
gesalzen. Es schieden sich 0,70 cem itiber der wasserigen Schicht ab 
Die Identifizierung des Alkohols erfolgte nunmehr in folgender Weise 

Die alkoholische Schicht wurde: in Ather aufgenommen und iibet 
gegliihtem Natriumsulfat getrocknet. Die 0,55 g¢ Alkohol enthaltende 
aitherische Lésung wurde mit absolutem Ather auf 15 cem gebracht 
und mit 442g p-Nitrobenzoylchlorid, das zuvor durch Vakuum- 
destillation und Umkristallisieren aus Tetrachlorkohlenstoff vollig rein 
dargestellt war, im Schliffkolben mit aufgesetztem RiickfluBkihler 
wihrend 24 Stunden auf dem Wasserbade zur Reaktion gebracht 
Die Aufarbeitung erfolgte in Anlehnung an eine Vorschrift von Meisen- 
heimer und Schmidt (a.a.O.). Die Reaktionsfliissigkeit wurde mit Athen 
herausgespilt und im Scheidetrichter mit n-Sodalésung gewaschen, bis 
alle p-Nitrobenzoesaéure entfernt war. Dies gab sich durch Ausbleiben 
einer Triibung beim Ansiuern des alkalischen Auszugs mit HCl zu 
erkennen. Die atherische Lésung wurde alsdann iiber Kaliumcarbonat 
getrocknet und der Ather im Vakuum verdampft. Der kristallinische 
Riickstand wurde aus Methylalkohol und darauf aus Petrolither um- 
kristallisiert; er wies den in der Literatur zu 57° angegebenen 
Schmelzpunkt des p-Nitrobenzoeséure-athylesters auf. Aus absolutem 
Athylalkohol auf gleiche Weise hergestellter Ester schmolz ebenfalls 
bei 57°; der Mischschmelzpunkt zeigte keine Depression. 


4,778 mg Substanz : 9,730 mg CO, und 1,99 mg H,0. 

3,416 ,, : 0,221 cem N, (23° und 754 mm). 
C,H,O,N. Ber.: C = 55,36%, H=4,65%, N = 7,18° 
(195,08) gef.: C= 55,544%, H 466%, N= 7,40° 
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Versuche mit Acetat putter. 


Um die Versuchsbedingungen denjenigen von Wieland und Bertho 
anzugleichen, wurde eine Reihe von Schiittelversuchen in Gegenwart 
von Acetatpuffer, d.h. bei py 5,53, ausgefiihrt. Die Methodik der 
Aufarbeitung war die gleiche wie bei den Ansitzen mit Calciumcarbonat. 
nur mubte zur Entfernung mitiibergegangener Essigsaure vor der Bestim- 
mung des Rest-aldehyds eine Destillation iiber Caleciumearbonat ein- 
geschaltet werden. Die gefundenen Ausbeuten an Athy lalkohol lagen 
zwischen 0,8 und 2,9°,, der Theorie: im sauren Milieu ist somit die 
Mutasewirkung schwacher. Zur Verwendung gelangte wieder B. pasteu- 


rianum. 
Zusammensetzung jeder einzelnen Versuchsportion: 


l0cem Aldehydlésung, 


10 ,, Bakteriensuspension, 
10 ,, Acetatpuffer (px 5.53). 
60 ., Wasser. 

] 


Jede Portion 157,1 mg Aldehyd, 269 mg Bakterien 


a) 42 Portionen. 35 Minuten bei 30° geschiittelt. 


Angewandt Acetaldehyd. . . . 6,598 g. 
Umgesetzt Acetaldehyd . . . . 5,862 ¢. 
Gefunden Athylalkohol ~~ » » OTe 25°. der Theorie. 


b) 24 Portionen. 36 Minuten bei 30° geschiittelt. 
Angewandt Acetaldehyd. . . . 3,770 -g. 
Nur Spuren Restaldehyd. 


Gefunden Alkghol. . . . . . . O55 ¢ 29° der Theorie 


iI. 
Jede Portion 176 mg Aldehyd, 292 mg Bakterien 


a) 24 Portionen. 40 Minuten bei 30° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. . . . . . 4,224 ¢. 
Umgesetzt Aldehyd. . . . . . 4,189 ¢. 
Gefunden Alkohol. . . ... . O.OLS o Os“ der, Theorie 


b) 24 Portionen. 40 Minuten bei 30° geschiittelt 


Angewandt Aldehyd. . . . . . 4,224¢. 
Umgesetzt Aldehyd. . . . . . 4,095 g. 


Gefunden Alkohol. . . . . . . O.O28¢ 1.31 °,,der Theorie 
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Ii. 
Jede Portion 176mg Aldehyd, 312 mg Bakterien. 
a) 24 Portionen. 26 Minuten bei 29 bis 30° geschiittelt. 
Angewandt Aldehyd. . . . . . 4,224¢g. 
Umgesetzt Aldehyd. . .. . . 3,678 ¢g. 
Gefunden Alkohol. . . . . . . O28 ¢g 1,46 °, der Theorie 
b) 18 Portionen. 26 Minuten bei 29 bis 30° geschiittelt. 
Angewandt Aldehyd. . . . . . 3,168 g. 
Umgesetzt Aldehyd. . .. . . 2,745. 


Gefunden Alkohol. . . . . . . OO g 1,25°,, der Theorie 


Versuche mit kiirzerer Schi:tteldauer. 
IV. 
Jede Portion 187 mg Aldehyd, 244 mg Bakterien. 
18 Portionen. 17 Minuten bei 29° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. . . . . . 3,366 g. 
Umgesetzt Aldehyd. . ... . 1,905 g. 


Gefunden Alkohol. . . ... . O0l4¢ 141°, der Theorie. 


Vv. 
Jede Portion 187 mg Aldehyd, 328 mg Bakterien. 
a) 18 Portionen. 16 Minuten bei 30° geschiittelt. 
Angewandt Aldehyd. . . . . . 3,366. 


Umgesetzt Aldehyd. . .. . . 2,128. 


Gefunden Alkohol. . . . . . . 0,018 g = 1,62°, derTheorie. 


b) 18 Portionen. 15 Minuten bei 30° geschiittelt. 
Angewandt Aldehyd. ... . . 3,366. 
Umgesetzt Aldehyd. . . . . . 1,950g. 


Gefunden Alkohol. . . . . . . 0,018 g = 1,77°,, der Theorie 


Versuche mit Aceton-praparaten (BRB. pastewrianum ). 


Die Bereitung der Aceton-praparate von B. pasteurianum geschah 
in der tiblichen Weise. Die Bakterien wurden iiber Chlorealcium und 
Paraffin im Exsikkator aufbewahrt. Nach 24 Stunden wurden Proben 
zur Priifung der Sterilitat entnommen und auf Schragagar-Roéhrehen 
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sowie in fliissige Bierwiirze gebracht. Mit einer einzigen Ausnahme 
(der Versuch wurde in diesem Falle nicht verwertet) fand im Verlauf 
von 8 Tagen kein wahrnehmbares Wachstum statt. 

In Vorversuchen wurde festgestellt, daB die Mutase der Aceton- 
Dauer-Bakterien am besten in Gegenwart von Kreide, d. h. etwas iiber 
dem Neutralpunkt, wirkte. In Versuchen mit Acetatpuffer (py 5,53) 
bzw. in ungepufferten Ansatzen erfolgte die Umwandlung des Aldehyds 
erst nach laingerer Zeit und 6fters unvollkommen. Die quantitativen 
Versuche sind daher samtlich unter Zugabe von Calciumcarbonat aus- 
gefiihrt worden. 

In einer Reihe gleichartig verlaufener Versuche zeigte sich, daB dic 
Dismutation des Acetaldehyds durch Aceton-Dauer-praparate nicht 
nur unter anaeroben Bedingungen, sondern auch bei SauerstoffiiberschuB 
beinahe quantitativ vonstatten geht. In Ubereinstimmung mit diesem 
Befunde steht, daB zugesetzter Athylalkohol von den Aceton-praparaten 
der Bakterien wenig, ad maximum zu 10 bis 15°, angegriffen wurde. 

Meine Praparate der mit Aceton behandelten Essigmikroben ent- 
hielten demnach nur noch geringe Mengen Alkohol-dehydrase, wohl 
aber stark wirkende Mutase. 


Versuche. 
I. 
a) Aerob: dreimal je 1,7 g Aceton-praparat, 
17g CaCQO,, 
10cem Acetaldehydlésung (0,22 g), 
H,O zu 180 cem (1-Liter-Flasche). 


141, Stunden bei 29° geschiittelt. 


B) Anaerob: 4,5 g Aceton-praparat, 
45g CaCQa,, 
30 cem Acetaldehydlésung (0,66 g), 


H,O zu 500 ccm. 


CO, eingeleitet. 7 Stunden bei 2% geschiittelt, dann 15 Stunden 
bei 37° im Brutschrank aufbewahrt. 


Angewandt Acetaldehyd. . . . . . . 0,660g 

Gefunden Athylalkohol aerob ... . 0,321 g und 
anaerob . . . 0,344¢g. 

Theoretisch mégliche Menge Alkohol . . 0,345 g. 


Biochemische Zeitschrift Band 224 19 
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Die Ansitze wurden 7 Stunden bei 31° geschiittelt und 14 Stunde: 
bei 37° im Brutschrank belassen. 

x) Aerob: dreimal je 1,5 g Aceton-praparat, 
log CaCOy, 
l0cem Acetaldehydlésung (0,176 g), 
H,O zu 180 cem. 


5g Aceton-praparat, 


_ 


fb) Anaerob: 
4,5 ¢ CaCOy, 
30 cem Acetaldehydlésung (0,528 g), 
H,O zu 500 cem, 
CO, eingeleitet. 
y) <Alkohol-kontrolle: dreimal je 
1,5 g Aceton-praparat, 
15g CaCO,, 
10 cem Alkohollésung (0,133 g), 


H,O zu 180 ccm. 


Ergebnis. 


0,660 g Alkohol-Kontrolle 


Angewandt Acetaldehyd 
Gefunden Alkohol, aerob . 0,224 & Zu Beginn 0.133 ¢ 
anaerob . 0,220 g ' 0,138 ¢ 
a ee ae <6 eS 
{ 0,129 ¢ 


Theoretisch mégliche Menge Alkohol 0,276 ¢ 
LIT. 


Alkohol-Kontrolle (Priiftung auf Alkohol-dehydrase). 


2g Aceton-praparat, 
50 cem Acetatpuffer (py 
15 ,, Alkohollésung (0,299 g), 


5,65), 


H,O zu 180 ccm. 


15 Stunden bei 33° geschiittelt, 28 Stunden bei 37°. 


Alkohol zu Beginn . 0,299 g, 
am Ende. . 0,253 g. 
Die Abnahme betrug 15°). 


In einem gleichzeitig angesetzten Aldehydversuch war der Aldehy 


nicht restlos verschwunden. 
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IV. 
Alkohol-Kontrolle (Priitung aut Alkohol-dehydrase ) 
2g Aceton-praparat, 
3g CaCQOsg, 
15cem Alkohollésung (0,258 g), 
H,O zu 180 cem, 
0,2cem Toluol. 


22 Stunden bei 33° geschiittelt. 


Ergebnis. Alkohol zu Beginn. . . . . . . 0,258 g. 
ie Gee ck. ss OS. 


Die Abnahme belief sich auf 15%. 
In einem gleichzeitig angesetzten Aldehydversuch war der Aldehyd 
volkommen umgewandelt. 
V. 
Alkohol-Kontrolle (Priifung auf Alkohol-dehydrase). 
2g Aceton-praparat, 
3g CaCQOs, 
l5cem Alkohollésung (0,253 g), 
H,O zu 180 ccm, 
0,2cem Toluol. 


20 Stunden bei 32° geschiittelt. 


Alkohol zu Beginn ........ . 0,253, 
r Of EGE. Gc hos sos 6 wt » CRBS 


: Die Abnahme betragt 12,5 °,. 


Im gleichen Zeitraum wurde Acetaldehyd véllig zum Verschwinden 
gebracht. 





VI. 
x) Aerob: dreimal je 2g Aceton-praparat, 
3g CaCOy, 
l0cem Acetaldehydlésung (0,152 g), 
H,O zu 180 cem. 
fh) Alkohol-Kontrolle: 2g Aceton-praparat, 
3g CaCOg, 
15cem Alkohollésung. 


Beide Ansitze wurden 12 Stunden bei 31° geschiittelt. 


Angewandt Aldehyd. . . . . . . 0,456, 

Gefunden Alkohol. . . . .. . . 0,207 g, 

Theoretisch mégliche Menge Alkohol 0,238 g, 

iy Alkohol zu Beginn ..... . . 0,324g, 
om Be. .... i. ¢ @O208e4 
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VII. Bestimmung von Alkohol und Essigsdure. 
Volumen der Ansaitze: 180 cem; GefaBinhalt: 1 Liter 
a) 2g Aceton-praparat, 
3g CaCO, 
10cem Acetaldehydlésung (0,185 g), 
0,2 cem Toluol. 
Kontrolle: 
2g Aceton-praparat, 
3g CaCOsg, 


0,2 cem Toluol. 


b 


c) 2g Aceton-praparat, 
3g CaCO, 
15cem Alkohollésung, 


0,2 cem Toluol. 
Die Ansatze wurden 15 Stunden bei 33° geschiittelt. 


Aufarbeitung. Die Ansitze wurden zunichst destilliert und die 
Destillate zur Bestimmung des Alkohols anreichernd eingeengt. Der 
Riickstand wurde aus den Kolben mit heibem Wasser herausgespiilt, 
zentrifugiert, nochmals mit heiBem Wasser ausgewaschen und wieder 
zentrifugiert. Die erhaltene Fliissigkeit wurde darauf mit Phosphorsaure 
kongosauer gemacht und der Wasserdampfdestillation unterworfen 
Aliquote Anteile der Destillate wurden zur Ermittlung der gebildeten 
Essigsaure eine halbe Stunde am Energie - RiickfluBkiihler zwecks 
Entfernung des Kohlendioxyds gekocht und unmittelbar darauf mit 
n/10 NaOH gegen Phenolphthalein titriert. Eine im Kontrollversuch 
b) erhaltene minimale Saiuremenge ist bei der Berechnung abgezogen 


Angewandt Aldehyd. . .... . . . 0,185, 
Gefunden Alkohol. . . . .... . . 0,092 g, 
Theoretisch mégliche Menge Alkohol . . 0,097 g, 
Gefunden Essigsiure ...... . . 0,123 g, 


Theoretisch mégliche Menge Essigsiéure . 0,126 g. 


Alkohol-K ontrolle. 


i ee ee | 

a oe a a ee 

Riad: Guikinic eS a p's.» > 4.9 ie; a ne: 
dasselbe entspricht ...... . . . 0,042 g Essigsaure. 
Gefunden Essigsiure ....... . 0,0394g. 
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Erérterung der Versuchsergebnisse und Zusammenfassung. 


Ein Jahrhundert hindurch waren nur oxydative Leistungen der 
Essigbakterien bekannt. Erst neuerdings ist die Fahigkeit dieser 
Erreger entdeckt, recht allgemein auch anaerobe Umsetzungen zu 
vollbringen. Zunachst gelang mit Hilfe dieser Mikroorganismen die 
Verwirklichung der Dismutation; sie wird in den experimentell gut 
erfaBbaren Fallen genau nach dem Schema einer idealen Cannizzaroschen 
Reaktion vollzogen. Der gleichen Dismutation unterliegen Aldehyde in 
statu nascendi, wenn sie durch die Essigbakterien aus «-Ketosauren 
abgespalten werden. Da man nach den Prinzipien des Sulfit-abfang- 
verfahrens den primar entstehenden Aldehyd festzuhalten vermag, 
so ergibt sich daraus, daB in Essigbakterien Carboxylase zugegen ist. 

Diese Beobachtungen bildeten den Ausgangspunkt fiir Unter- 
suchungen tiber das Vorhandensein eines kompletten Gdrsystems 
(zymatischen Apparats) in den Essighbakterien. Auber Carborylase 
kommen Ketonaldehyd-mutase, Phosphatase und Glykolase in den Essig- 
bakterien vor. Die Erreger sind naémlich befahigt, a-Ketonaldehyd- 
hydrate zu den entsprechenden «-Oxysaiuren umzulagern (Milchsdure- 
bildung durch Essigbakterien aus Methylglyoxal), ferner Hexose-di- 
phosphat zu de-phosphorylieren und den letzterwahnten Zucker- 
phosphorsaure-ester zu Methylglyoxal aufzuspalten. Friiher wurde 
gezeigt, da Essigbakterien genau wie Hefezellen carboligatische Ver- 
kniipfung von nascierendem Aldehyd mit fertig zugesetztem Aldehyd 
zuwege bringen. Nunmehr konnte als grundsatzlich wichtiges Ergebnis 
die Tatsache festgestellt werden, daB nicht nur die erwaihnten Teil- 
prozesse der Zuckerspaltung, sondern auch die wahre alkoholische Garung, 
der Zerfall in Kohlendioxyd und Weingeist, von Essigbakterien veran- 
laBt wird. Zu diesem Behufe braucht nur eine Bedingung erfiillt zu sein, 
die Herstellung einer Anaerobiose. Diese wird in geniigendem Ausmabe 
erreicht, wenn, man die Erreger mit Zucker in einer Stickstoff- oderi 
Kohlenséure-atmosphare zusammenbringt. Unter diesen Umstanden 
werden 20 bis 40°, der theoretisch méglichen Menge Alkohol erzeugt. 
Entgeistet man die ausgegorene Maische und fiigt frische Essigbakterien 
hinzu, so geht die alkoholische Garung weiter. Die Essigbakterien 
sterben unter diesen Verhaltnissen keineswegs ab, sondern sie haben bei 
Fernhaltung von Sauerstoff nur einen anderen Stoffwechseltypus 
angenommen. Durchliiftet man die anaerob gehaltenen Mischungen, 
in denen die alkoholische Garung eingetreten war, so bewirken die 
Essigbakterien alsdann die regulare Uberfiihrung des von ihnen selbst 
erzeugten Weingeists in Essig. Wohl war es schon gelungen, den 
Garungsstoffwechsel einzelner Zellen auf den oxydativen Stoffwechsel 
umzuschalten. Die umgekehrte Erscheinung, die hier genauer unter- 


sucht wurde, ist meines Wissens noch nicht beobachtet worden. 
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Nach den beschriebenen Richtungen verhalten sich verschiedene 
Essigbakterien gleich. Ich habe mit dem Bacterium pasteurianum 
und mit dem Acetobacter suboxydans gearbeitet, deren oxydative 
Stoffwechsel, wenigstens in bezug auf die eingangs erwahnte Bildung 
von Zuckern aus mehrwertigen Alkoholen von einander abweichend 
zu sein scheint. Die beiden Erreger zeigen auch insofern biologisch 
differente Eigenschaften, als der hier benutzte Acetcbacter-stamm 
nicht auf peptonhaltigen Nahrbéden geziichtet werden darf, wenn 
man mit ihm alkoholische Zuckerspaltung erzielen will. 


Zu den anaerob vollzogenen Leistungen gehért auch die von Neuberg 
und Windisch aufgefundene quantitative Dismutation. Unter aeroben 
Bedingungen haben sie Wieland und Bertho nur in maBigem Umfange 
erzielt, so daB sie fiir das Zustandekommen der natiirlichen Essigsaure- 
girung eine wesentliche Bedeutung der Dismutationssphase ablehnen 
Die Geschwindigkeit fiir die unmittelbare Oxydation intermediar ge- 
bildeten Acetaldehyds fanden die Miinchener Forscher so viel gréBer 
als die dismutative Umwandlung, daB sie daraus auf die geringe 
Rolle des Dismutationsvorgangs fiir die Essiggirung geschlossen 
haben. Nun schwankt offenbar die Geschwindigkeit der Dismu- 
tation bei den verschiedenen Essigbildnern, vielleicht auch mit ihrer 
ungleichen Ernihrung, nicht unbetrachtlich, wenigstens haben Neu- 
berg und Kobel* vollkommene Dismutation in sehr viel kiirzeren 
Zeiten erreicht als die Miinchener Forscher; allerdings war das 
relative Mengenverhiltnis von Bakterien zu Acetaldehyd in den 
Versuchen der Berliner Autoren gréBer. Den Eintritt der von Neuberg 
und Windisch sowie von Molinari auch bei Sauerstoffzufuhr beobach- 
teten Dismutation habe ich bestatigt gefunden, d. h. ich habe auch unter 
diesen Umstanden aus Acetaldehyd Weingeist erhalten, der nur auf 
dismutativem Wege erzeugt sein kann. Der zunachst schwer erklarliche 
Unterschied gegeniiber den Ergebnissen von Wieland und Bertho diirfte 
durch folgende Feststellung verringert werden: Nahm ich, wie Newberg, 
Windisch und Molinari, die Versuche bei neutraler Reaktion vor, so 
gewann ich Alkohol in deutlichen Mengen. Arbeitete ich dagegen 
in saurem Milieu, wie die Miinchener Gelehrten, so sank die Ausbeute 
an Weingeist, betrug aber immerhin im Durchschnitt beinahe 2° , der 
Menge, die aus dem verbrauchten Aldehyd-quantum hervorgehen kann. 
Trotz hinreichender Sauerstoffzufuhr und dauernder Schiittelung, 
wobei die Bakterien nicht nachweislich geschadigt werden, ist, 
sofern man die Experimente rechtzeitig unterbricht, aus Acetaldehyd 
intermediar gebildeter Weingeist zu fassen. Demnach bleibt auch bei 


1 C. Neuberg und M. Kobel,| Zeitschr. f. physikal. Chem. 139, 631, 
1928 (Haber-Band). 
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saurer Reaktion die Dismutation nicht vollkommen aus; aber ihre 
Bedeutung fiir den Mechanismus der natiirlichen Essigbildung, die im 
sauren Medium ablauft, hat man wohl zuférderst geringer zu_ ver- 
anschlagen, als dieses friiher geschehen ist. Die Verhaltnisse kénnten 
in praxi anders liegen; die Bakterien sind auf den Essigstandern 
fixiert und infolgedessen kénnte was jedoch nicht bewiesen ist 
die Aeration an den Orten des Geschehens, an den unmittelbaren 
Bertthrungsstellen zwischen Mikroben und an ihnen vorbeigefiihrtem 
Essiggut, unzureichend werden. Man darf auch erwagen, ob im Bak- 
terienstock, der junge, alte, degenerierte und teilweise abgestorbene 
Zellen nebeneinander beherbergt, die enzymatischen Faktoren in gleicher 
Art zur Geltung gelangen wie in frischen Kulturen der Erreger. 

Meinen Ansitzen habe ich einen solchen Umfang erteilt, daB eine 
Abscheidung des durch Dismutation gebildeten Weingeists in Substanz 
méglich war. 





Uber die Lacease des japanischen Lacks. 


Von 
Kunihiko Suminokura. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der kaiserlichen landwirtschaftlichen 
Hochschule zu Tottori, Japan.) 


(Eingegangen am 17. Mai 1930.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Inhaltsverzeichnis. Seite 
AS Oe a a a ee se es 
Bestimmung der Laccasewirksamkeit (Purpurogallinzah] von Laccase 
OO SS ES ne ee ee ne 
eG Te SENOCNED 2 tw te we ow OD 
ES ae a 
Beziehung zwischen Laccasewirksamkeit und Temperatur .. . . . 303 
Einflu8 von H,O, auf die Laccasewirkung............ 304 
Die Laccasewirkung in Gegenwart von HCN. ....... .. . 306 
EinfluB der Reaktion des Mediums ............... 809 
EinfluB der Pyrogallolmenge auf die Purpurogallinausbeute . . . . 311 
EinfluB der Luftbestandteile auf die Laccasewirkung ...... . 312 
EinfluB von Kochsalz auf die Laccasewirksamkeit. . ..... .. 314 
Die Laccasewirkung auf Zusavz anorganischer Mangansalze. . . . . 315 
EinfluB der organischen Salze auf die Laccasewirkung. .... . . 316 
EinfluB der Bestrahlung auf die Laccasewirkung ....... . . 317 
EEE er a a er ee a ee 


Die Lackierindustrie ist eine der gréBten Industrien und die Fabri- 
kation von Lackfliissigkeiten ist eine wichtige Forstindustrie in Japan. 
Die Lackfliissigkeit ist ein Sekret aus dem im Sommer zu seiner Samm- 
lung absichtlich verletzten Stamm des Lackbaumes (Rhus vernicifera 
D. C.), welcher vorwiegend in Ostasien gedeiht; die Flissigkeit, welche 
man aus den Biumen abzapft, ohne sie weiter zu verarbeiten, ist der 
Rohlack, ,,Kiurushi‘, wie er japanisch genannt wird. 

Die Bestandteile der japanischen Lackfliissigkeit sind nicht immer 
gleich, gewéhnlich besteht sie aus 20°, Wasser, 70°, ,,Urushiol‘‘, der 
Hauptsubstanz der Lackfliissigkeit, der Rest besteht aus Gummi- 
substanzen, stickstoffhaltigen Substanzen und Asche. 
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Wenn man die Lackfliissigkeit an die Luft bringt, so dunkelt und 
erhartet sie von selbst. Die erhartete Substanz ist nicht sehr bestandig 
gegen Alkalien, sie ist aber sehr widerstandsfahig gegen Sauren und 
andere Chemikalien und hat eine glanzende, schéne Farbe, weshalb 
diese Lackfliissigkeit ein vorziigliches Anstrichmittel darstellt. Das 
Dunkeln und Erharten der Lackfliissigkeit ist zuriickzufiihren auf die 
Oxydation des Urushiols durch den Luftsauerstoff und eine Oxydase, 
nimlich die ,,Laccase**. 

Bei der Oxydation entsteht eine diphenolartig konstituierte Ver- 
bindung (1). Demnach kann man das Urushiol und die Laccase als die 
zwei wichtigsten Bestandteile des Japanlacks ansprechen. 

Das Urushiol ist durch Yoshida, Miyama, Bertrand, Tschirch und 
neuerdings durch Majima und seine Mitarbeiter genauer untersucht und in 
seiner Struktur aufgeklirt worden als ein Dioxybenzol mit langer Seiten- 
kette; seine Molekularform entspricht der Zusammensetzung C,;H49 Og. 

Die Laccase der Lackfliissigkeit des indochinesischen Lackbaumes 
(Rhus succedanea L. Fils) untersuchte Bertrand (2) und er fand als Haupt- 
bestandteile ein Polyphenol ,,Laccol** und eine Oxydase, welche die Oxy- 
dation des Laccols hervorruft. Er nennt diese Oxydase in seiner ersten Mit- 
teilung (1894) ,,Laccase“. In fortlaufenden Mitteilungen (4) behandelte er die 
Oxydations- und Kondensationswirkung der Laccase mit oder ohne Ab- 
spaltung von CQ, mit Hilfe von Luftsauerstoff, nicht nur bei Laccol, sondern 
auch noch bei anderen Polyphenolen, wie Hydrochinon und Pyrogallol, 
und er vergleicht diesen Vorgang mit der Atmung der Pflanzen. So bewies er, 
daB die Laccase eine Phenolase ist. Leicht oxydieren sich von den Poly- 
phenolen unter dem Einflu®B der Laccase nur diejenigen, bei welchen die 
Hydroxylgruppen in Ortho- und Parastellung stehen; die Metaverbindungen 
oxydieren sich nur schwierig. Bertrand (5) fand, daB die Laccase neben vielen 
Gummiarten, wie Araban und Galaktan, noch 0,4°, N und eine stark 
manganhaltige Asche enthalt (2,5°, MnO,). 

Durch fraktionierte Fallung einer wasserigen Lésung der Laccase mit 
Alkohol erhielt er zwei Anteile, von denen der eine mehr, der andere weniger 
wirksam war als das zur Fallung verwandte Ferment. Die Wirkungen dieser 
beiden Fraktionen entsprachen dem Mangangehalt. Um ‘festzustellen, 
ob die Gegenwart des Mangans auf die Wirkung des Ferments von EinfluB ist, 
stellte Bertrand aus gewéhnlicher Luzerne (Medicago sativa) ein sehr 
manganarmes Ferment dar, welches fast gar keine Oxydationswirkung zeigte, 
wihrend ein Zusatz von Mangansalz eine lebhafte Oxydation hervorrief. 
Bei den quantitativen Untersuchungen wurden unter Anwendung einer 
Lésung von 0,1 g des Ferments in 50 cem Hydrochinonlésung bei Zusatz von 
0,1 g MnSO, bei 15° C innerhalb sechs Stunden folgende Mengen Sauerstoft 
absorbiert : 


OM RR ee eee ee ee, 
Nr. 2. Mit Laccase aus Luzerne allein... . . « 0,2 ccm 


Nr. 3. Mit Laccase, welche mit Mangansalz versetzt war 6,3 ccm 


Aus diesen Versuchen kann geschlossen werden, daB mit Mangan oder 
mit Laccase allein kein Sauerstoff absorbiert wird, wenn aber beide zu- 
sammengebracht werden, so wird Sauerstoff bedeutend starker absorbiert ; 
er nannte daher die manganhaltigen Bestandteile das Coferment der Laccase. 
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Bei der japanischen Laccase habe ich meine Rohlaccase (Praparat 4, 
Nr. 2) zweimal mit dem zehnfachen Volumen Alkohol gefallt, sie in 
40 °igem Alkohol gelést und zentrifugiert, die Fliissigkeit mit absolutem 
Alkohol wieder gefallt und so eine in 40°,,igem Alkohol lésliche Laccase 
(Praparat 4, Nr. 2, C) erhalten: bei Zusatz von Manganchloriir, Mangan- 
sulfat oder Manganhypophosphit (Mercks chemisch reine Praparate 
konnte ebensowenig eine besondere Oxydationswirkung gegeniiber 
Pyrogallol gefunden werden, wie durch Mangansalze allein. Die Roh- 
laccase (Praparat 4, Nr. 2) und die in 40°,igem Alkohol lésliche Laccase 
(Praparat 4, Nr. 2, C) enthalten 4,600 und 5,431°, Asche. Mit beiden 
Aschen versuchte ich die Volhardsche Reaktion des Mangans, es zeigte 
sich aber kaum eine merkliche Violettfarbung, so daB der Mangangehalt 
dieser Praparate nur sehr gering sein konnte. Die Reaktion auf Eisen 
ist dagegen bei beiden Praparaten sehr deutlich: Bertrand fand andere 
Resultate. Ferner fand Bertrand (6), daB bei Pyrogallol, p-Amino- 
phenol und anderen Polyphenolen mit anorganischen Mangansalzen 
nur eine sehr geringe oxydative Wirkung, mit organischen Mangan- 
verbindungen aber eine bedeutendere Wirkung erzielt wurde, z. B. mit 
Manganformiat 4,6 mal, mit Manganglukonat 13.5 mal und mit Mangan- 
succinat 13,8 mal starker als die mit Mangansulfat gefundene Oxydations- 
wirkung. Er kochte seine Laccase mit Wasser und konnte dadurch ihre 
Wirkung zerstéren: es kann sich also nicht um eine Manganwirkung 
handeln. Er berichtete (7), (8) auch iiber die Wirkung der Laccase aus 
Rhus succedanea L. bei Zusatz von verdiinnter H,SO, (0.5 Gramm- 
mol in 500000 Litern Wasser), wodurch die Oxydation aufgehoben 
wurde. Die Saure scheint eine Hydrolyse in einen organischen, schwach 
sauren Bestandteil und in MnO zu bewirken, und MnO dient als O- 
Ubertrager. 

O. Dony (9) glaubt nicht an eine enzymatische Natur der Laccase, 
sondern an eine Adsorption gebundener Manganverbindungen wie R-Mn 
Er (10) erzeugte eine kiinstliche Laccase aus Manganformiat und Gummi 
arabicum und fand bei dieser kiinstlichen Laccase eine sehr kraftige Oxy- 
dationswirkung. Auf Grund dieser Tatsache fiihrt er die Oxydation durch 
Laccase nicht auf deren enzymatische Natur, sondern auf die beigemengten 
Alkalisalze und Mangansalze zuriick. Die Selbstoxydation alkalischer 
Lésungen von Polyphenolen an der Luft war schon friiher bekannt, und diese 
Selbstoxydation tritt nur bei alkalischer, nicht bei saurer Reaktion aut. 
Bei meinen Versuchen oxydierte Laccase Pyrogallol am _ starksten bei 
Pu 6,0, eine Selbstoxydation der Polyphencle fand hierbei aber 
nicht statt. 


O. Dony (9) berichtete, daB die Resistenz der Laccase gegen Hitze grob 
ist, sie wird erst gegen 100°C zerstért, und er verneint auch aus diesem 
AnlaB ihre enzymatische Natur. In meinen Versuchen konnte ich feststellen, 
daB beim Erwarmen kleiner Mengen von Laccase im gewoéhnlichen Gerateglas 
die Wirkung desto starker auf Pyrogallol ist, je héher die Temperatur ist 
Die Oxydation von Pyrogallol kann aber nicht auf in Lésung gegangenes 
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Alkali aus der Glaswand zuriickzufiihren sein. Das Erwarmen soll indessen 
mit Vorsicht vorgenommen werden. Die in Silicaglas vorgenommenen Ver- 
suche bewiesen, da die Laccase auch wie andere Enzyme bei ein- 
stiindiger Erwarmung auf 75°C ganz wirkungslos geworden war. 


H. Euler und I. Bolin (11) tiihrten die Wirkung der Laccase nicht aut 
ihre alkalische Reaktion, sondern auf ihren Mangangehalt zuriick. Die 
Wirkung wird durch Kochen ihrer Lésung geschwacht, sie ist also zwar ein 
Katalysator oder enthalt einen Katalysator, aber sie soll nicht wirklich als 
.Enzym“ zu bezeichnen sein. Die Laccase enthilt reichlich Salze det 
Oxysauren, besonders in der Medicagolaccase von Euler 22°,, Ca, die zum 
groBten Teil aus Calciumglykolat bestand. Die oxydative Wirkung von 
Laccase wird durch diese Salze bedingt. In der dritten Mitteilung gab er an, 
daB die Rhuslaccase von der Medicagolaccase durchaus verschieden ist und 
die Oxydationskatalyse durch Rhuslaccase keineswegs auf die gleichzeitige 
Anwesenheit von Mangan oder Hydroxylionen zuriickgefiihrt werden kann. 
Diese Ansicht bestatigt Bertrands Angaben, da®B die Laccase eine Oxy- 
dase sel. 

R. Chodat und A. Bach (12) bezweifelten in ihrer fiinften Mitteilung, 
,. Untersuchungen iiber die Rolle der Peroxyde in der Chemie der lebenden 
Zelle“, die Existenz der Oxydase und nahmen an, da sie ein Gemenge eines 
schwach oxydierend wirkenden, peroxydbildenden Sauerstoffiibertragers, 
einer Oxygenase und eines peroxydaktivierenden Anteils (Peroxydase) sei. 
Sie gewannen Oxydasen aus Russula und Laktarius, und durch fraktionierte 
Fallung mit 40°, igem Alkohol erhielten sie zwei Fraktionen. von denen ein 
Anteil in 40°, igem Alkohol nicht, der andere aber darin léslich ist. Der im 
40°, igen Alkohol unlésliche Anteil ist die gew6hnliche Oxvdase (Oxygenase) 
die nur schwach oxydierend wirkt, aber durch Zusatz der anderen Fraktion 
oder einer beliebigen Peroxydase stark aktiviert werden konnte, wahrend die 
zweite Fraktion selbst nicht oxydierend, sondern erst in Gegenwart von 
Peroxyden kraftig oxydierend wirkt. Laktarius- und Russulaoxygenase 
wird stark durch die Laktarius- und Russulaperoxydase, aber weniger durch 
die Kiirbis- oder Meerrettigperoxydase aktiviert, dagegen wird H,O, 
gerade durch die letztere viel kraftiger aktiviert. 

Aus diesem Grunde scheint die Oxygenasetheorie von Chodat 
und Bach nicht haltbar zu sein und muB die Coenzymtheorie an- 
genommen werden. Nach meinen Versuchen vermindert die Laccase 
aus dem Japanlack ihre Wirksamkeit, wenn man ihr mehr oder 
weniger Wasserstoffsuperoxyd zusetzt. Der Zusatz von H,O, nach der 
Erwarmung der Laccase vermindert ebenfalls ihre Wirksamkeit. Nach 
Chodat und Bach besitzt die Peroxydase eine relativ grobe Hitze- 
bestandigkeit, und wenn die Laccase ein Gemenge von einer Oxygenase 
und einer Peroxydase ist, so ist der durch Erwarmung leichter zersetz- 
bare der Oxygenaseanteil, weshalb erwirmte Laccase stirker oxydative 
Wirkung bei Zusatz von H,O, zeigen muB. Nach meinen Ergebnissen 
zeigt sowohl die erwarmte Laccase als auch die nicht erwarmte eine 
Verminderung ihrer Wirksamkeit nach Zusatz von H,0O,, so dab man 
die Laccase keineswegs als eine Peroxydase oder als ein mit Peroxy- 


dase gemischtes Enzym ansehen kann. 
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Meine Rohlaccase aus japanischem Lack ist fast ganz léslich in 
40°,igem Alkohol, der unlésliche Anteil macht nur 0,3 °%, aus und seine 
Wirkung betrug nur 1/4,4 des in Alkohol léslichen Anteils. Der in 
40° igem Alkohol lésliche Anteil, der sogenannte Peroxydasenanteil 
von Bach und Chodat, zeigte seine Wirkung mit H,O, viel schwacher 
als ohne H,Q,. Uberdies vermindert die in 40°,igem Alkohol lésliche 
Laccase ihre Wirkung bei Gegenwart geringer Mengen von Blausaure 
sehr stark und viel mehr als die Rohlaccase, jedoch wurde die Per- 
oxydase durch Blauséure kaum beeinfluBt. Die angefiihrten Versuche 
sind mit Puffer von py = 6,0 ausgefiihrt und die zugesetzten Mengen 
von H,O, oder Blausaéure sind sehr gering, so daB sie den py-Wert 
gar nicht beeinflussen: die St6érung der Wirksamkeit ist also auf den 
EinfluB von Wasserstoffsuperoxyd oder Blausiéure selbst zuriickzu- 
fiihren. Diese Versuche beweisen auch, daB die Oxygenasetheorie 
von Bach und Chodat fiir die Laccase aus japanischem Lack nicht an- 
wendbar ist. Die Laccase ist wirklich eine echte, sogenannte direkte 
Oxydase. 


Bestimmung der Laceasewirkung. 


Der quantitative Versuch ist die einzige mégliche Methode zur 
genaueren Untersuchung der Enzyme; die erste Untersuchung soll 
daher eine geeignete Bestimmungsmethode auffinden. 


Einige Laccasebestimmungsmethoden wurden ver6ffentlicht, bei 
denen die Wirksamkeit gegeniiber gewissen Substraten bestimmt 
ist, da eine wirkliche Bestimmungsmethode der Enzyme derzeit 
noch unmdglich ist, weil sich dieselben noch nicht rein darstellen lassen. 


Bertrand (3) bestimmte die Laccasewirksamkeit durch die Sauerstoft- 
menge, welche die Hydrochinonlésung mit Laccase absorbiert. Carlo Foa (14) 
benutzte den Mossoschen Plethysmographen zur Bestimmung der absor- 
bierten Sauerstoffmengen durch Guajakol, Guajakharz, p-Phenylendiamin 
und Hydrochinon, welche automatisch aufgeschrieben werden und damit die 
Wirksamkeit von Laccase anzeigen. Kiirzlich benutzte P. Fleury (15) 
fiir die Bestimmung der Laccasewirkung das Guajakol. Nach dieser Methode 
wird in Gegenwart von Laccase durch einen Luftstrom aus Guajakol Tetra- 
guajakochinon gebildet, das mit Chloroform ausgeschiittelt und kolori 
metrisch mit einer n/ 100 wasserigen Jodlésung verglichen wird, deren Farbe 
einer Lésung von 56,5 mg [nachher (15) zu 46,5 mg berichtigt] des Chinons 
in einem Liter Chloroform entspricht. Er stellte zum Vergleiche Guajako- 
chinon nach der folgenden Methode aus Guajakol dar: Das Guajakol wird 
mit Laccase durch einen Luftstrom oxydiert; um die Gerinnung zu_ be- 
schleunigen, wird wenig Ba(C], oder Fe(OH), zugegeben, filtriert, mit Wasser 
gewaschen, getrocknet und gewogen. Die getrocknete Masse wird mit 
Chloroform im Soxhletapparat extrahiert und der Extraktionsriickstand 
gewogen, die Differenz ergibt das Gewicht des gelésten Guajakochinons. 
Die so dargestellte Guajakochinon-Chloroformlésung diente nur zum Ein- 
stellen der n/100 Jodlésung, nicht aber zur direkten Laccasewirksamkeits- 
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bestimmung, weil die Guajakochinonlésung und der direkte Auszug mit 
Chloroform bei der Laccasereaktion keine vergleichbaren Farben zeigen 
und auBerdem die Guajakochinon-Chloroformlésung sich nicht lange Zeit 
halt, sondern schnell entfarbt wird. 

Vor der Veréffentlichung der Fleuryschen Mitteilungen hatte 
ich unabhangig davon die Laccasewirksamkeit mit Guajakochinon 
zu bestimmen versucht und viele Untersuchungen angestellt. Guajako- 
chinon kann man neben Laccase mit schwachen Oxydationsmitteln 
in alkalischer Lésung aus Guajakol bekommen. Nach den gewoéhnlichen 
Darstellungsmethoden fiir Chinone habe ich eine Lésung von rotem 
Blutlaugensalz und Natriumbicarbonat einer erkalteten Guajakol- 
lésung unter starkem Riihren tropfenweise zugegeben. Das Guajakol 
oxydiert sich allmahlich und fallt als amorpher, brauner Niederschlag 
aus. Das Guajakochinon wird nicht in Kristallform erhalten, kann aber 
durch Umfiallen mit Petrolither aus Chloroformlésung gereinigt werden. 

Die Léslichkeit des Guajakochinons in vielen organischen Lésungs- 
mitteln ist aber nicht immer gleich, frisch dargestelltes Chinon ist sehr 
leicht léslich und die Léslichkeit vermindert sich mit der Zeit. Die 
kryoskopische Methode zur Bestimmung des Molekulargewichtes 
gibt auch nicht immer gleiche Resultate, da Guajakochinon sehr un- 
bestandig ist und sich allmahlich verandert, nachdem es isoliert worden 
ist. Deswegen muB die Bertrandsche Angabe (27), das Guajakochinon 
sei Tetraguajakochinon, noch nachgepriift werden. 

Die Bestimmungsmethode der Laccasewirkung nach Fleury benutzt 
eine so unbestandige Substanz, tiberdies benutzt sie eine wisserige 
Lésung von Jod bei der kolorimetrischen Bestimmung. Die Farben- 
nuance der Jodlésung und der Guajakochinon-Chloroformlésung ist 
nicht gleich. Also ist es klar, daB unter diesen Umstanden keine ge- 
nauen Resultate erhalten werden kénnen. ‘ 

Die Methode von R. Willstdtter und A. Stoll (16) bestimmt die 
Wirksamkeit von Peroxydase durch die Purpurogallinausbeute. Das 
Purpurogallin ist das Oxydationsprodukt aus Pyrogallol, seine Konsti- 
tution ist nach R. Willstdtter und H. Heiss (17) eindeutig festgestellt 
worden, es ist bestandig und eine in Ather leicht lésliche Substanz. 
Auch aus der Reaktionsfliissigkeit der Laccase kann man das Purpuro- 
gallin leicht und vollstandig mit Ather ausziehen. 

Nach vielen Versuchen habe ich die Bestimmungsmethode der 
Laccasewirksamkeit wie folgt ausgestaltet und fiir die Unter- 
suchungen benutzt. 

Bestimmungsmethode. 

Die Lésung, gewéhnlich 1 bis 5ccm, welche eine bestimmte 

Menge (mg) von Laccasepriparat enthalt, wird mit 10 cem Phosphat- 
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puffer von py = 6,0 und 50mg Pyrogallol in 10 cem Wasser ver 
setzt. Diese Mischung taucht man in einen Thermostaten von 20,0° ( 
und leitet die gewaschene Luft mit einer Geschwindigkeit von 400 
bis 450 cem pro Minute hindurch. Nach genau 20 Minuten unterbricht 
man die Luftzuleitung und fiigt 5ccm einer 2n H,SO, hinzu und 
schiittelt, damit die Wirkung der Laccase verhindert wird, dann athert 
man das gebildete Purpurogallin aus, bis die wasserige Schicht farblos 
bleibt. 


Die zugeleitete Luft wird mit konzentrierter Schwefelsiure, mit 
einer alkalischen Lésung von Kaliumpermanganat, mit konzentrierter 
Kalilauge und Wasser gewaschen und die Geschwindigkeit mittels 
eines Gasgeschwindigkeitsmessers bestimmt und reguliert. 


Die Gelbfarbung tritt sofort ein und vertieft sich infolge des Luft- 
einleitens. Die atherische Lésung, 25 bis 250cem fiir gewdhnlich, 
bestimmte ich im Kolorimeter mit einer Vergleichslésung, die 20 oder 
50 mg aus Alkohol und Ather umkristallisiertes reines Purpurogallin 
in 1 Liter Ather enthielt. 


Die Purpurogallinausbeute ist unter den angegebenen Bedingungen 
der Enzymmenge proportional. Dies wird durch folgendes Beispiel 
bestatigt. Ein Laccaserohprodukt (Praparat 2) lieferte in 20 Minuten 
bei Anwendung von 6 mg Enzym 1,126 mg, bei Anwendung von 24 mg 
Enzym 4,348 mg und bei Anwendung von 36mg Enzym 6,438 mg 
Purpurogallin. 


Zum Vergleich der Wirksamkeit verschiedener Praparate oder 
der Konzentration der in ihnen wirklich enthaltenen Enzymmengen 
dividiert man die Milligrammzahl des gewonnenen Purpurogallins 
mit der Milligrammzahl des angewandten, im Vakuum getrockneten 
Laccasepraparates; den Quotienten nenne ich ,,Purpurogallinzahl 
der Laccase. Diese Zahl bedeutet also die von 1 mg Enzympraparat 
unter oben genannten Bedingungen in 20 Minuten gebildete Menge 
Purpurogallin in Milligramm. Ich bezeichne die Purpurogallinzah! 
von Laccase mit ,,P. Z. Lac. (20°C). Die Beifiigung ,,Lac.** soll sie von 
der P. Z. der Peroxydase nach W illstdtter unterscheiden, die angegebene 
Temperatur bedeutet die gemessene Temperatur, welche groBen Einflul 
auf die Wirkung hat. 


Mit der P. Z. Lac. (20°C) multipliziert man die Milligrammzahl 
des vorliegenden Praparates oder Materials, und diesen Wert nenne ich 
,,Laccasewert™ (= L. W.); er bedeutet die Laccasemenge im gesamten 
Praparat oder Material, die sich nicht andert bei jener Behandlung, 


die letzterem nicht schadet. So werden auch die relativen Mengen 
des Enzyms ausgedriickt, 
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Darstellung der Rohlacease. 


Die im Sommer gesammelte KAiurushi, der Rohlack, wird im 
Herbst verarbeitet, da fiir die Laccase die Sommerwirme zu wirksam, 
die Oxydation von Urushiol zu lebhaft und nicht bequem zu_be- 
handeln ist. 

Wird die oxydierte Oberschicht vom Rohlack weggenommen 
und nur die mittlere, nicht gebraunte Schicht gewogen, das zehnfache 
Volumen an 94°, igen Alkohol zugegeben, so lést sich das Urushiol in 
Alkohol und kann von der darin unléslichen Laccase und den Gummi- 
arten als dunkelbraune Masse getrennt werden. Der Niederschlag 
wird zentrifugiert, mehrmals mit Alkohol verrieben, bis der Wasch- 
alkohol fast farblos ist, dann einmal mit Ather, dann nochmals mit 
absolutem Alkohol gewaschen und im Vakuumexsikkator iiber kon- 
zentrierter Schwefelséure getrocknet. 

Das so gewonnene braune Pulver wird gewogen und mit Wasser 
verrieben, der wasserige Auszug, der die Laccase gelést enthalt, filtriert 
und mit dem zehnfachen Volumen Alkohol gefallt. Die Fallung ist 
nicht immer leicht ausfiihrbar, oft mu man ein zwei- bis vierfaches 
Volumen Ather zugeben, um den Sol- in den Gelzustand zu verwandeln 
Der flockige Niederschlag wird zentrifugiert und mit Alkohol und Ather 
gewaschen und getrocknet. Die so gewonnene Rohlaccase ist ein in 
Wasser leicht lésliches, grauweiBbes Pulver und hat eine kraftige oxy- 
dierende Wirkung gegeniiber Polyphenolen bei Gegenwart von Luft 
und molekularem Sauerstoff. 

Ich untersuchte die Laccasewirkung mit Hilfe einer solchen Roh- 
lacease aus folgendem Grunde, wenn nichts Spezielles nétig war: 

1. Weil sie méglichst unverandert vorlag. 

2. Weil das Coenzym, falls es existiert, hierbei nicht verloren geht. 


3. Weil die Versuche keine zu starke Wirkung erfordern. 


Ein Beispiel der Rohlaccasedarstellung. 


500 g Kiurushi (Rohlack) aus Sazimura, Yazugun, Tottoriken 
(Japan) werden gewogen, mit 5 Liter 95°, igem Alkohol gut verriihrt, 
wodurch das Urushiol mit brauner Farbe in Lésung geht und einen 
dunkelbraunen Niederschlag binterlaBt. Der Niederschlag wird zentri- 
fugiert, siebenmal mit 200 cem Alkohol gut verrieben und gewaschen, 
bis der letzte Waschalkohol sich nur hellgelb farbt. Dann wird noch 
einmal mit Ather und Alkohol gewaschen und im Vakuumexsikkator 
iiber konzentrierter Schwefelséure getrocknet. Die Ausbeute des ge- 
trockneten, dunkelbraunen Pulvers betrug 39,7 g, das ist 7,9°,, des 
angewandten Rohlacks. Es enthalt 3,512°, Asche, seine P. Z. Lac. 
(20° C) = 0,132, L. W. = 5227. 
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35 g des oben gewonnenen braunen Pulvers werden im Morser mit 
200 ccm Wasser zerrieben, filtriert, der Riickstand mehrmals durch Ver- 
reiben mit wenig Wasser gewaschen, bis keine Fallung mit Alkohol mehr 
entsteht. Filtrat und Waschwasser werden zusammengegeben und das 
zehnfache Volumen Alkohol zugesetzt. Dabei entsteht ein flockiger, 
weiber Niederschlag. Der Niederschlag wird zentrifugiert, mit Alkohol 
und Ather gewaschen und im Vakuumexsikkator iiber konzentriertet 
Schwefelsiure getrocknet. Die Ausbeute betrug 17,2 g, die Zahl ent- 
spricht den 35g des ersten braunen Niederschlages, wurde aber auf 
39,7 g umgerechnet: die Ausbeute des ersten Niederschlages ist 19,5 g, 
betragt also 3,9°,, vom angewandten Rohlack (Kiurushi). Das so ge- 
wonnene grauweiBe Pulver ist die Rohlaccase, welche ich als Unter- 
suchungsmaterial verwandte, sie enthalt 4,841 °,, Asche, ihre P. Z. Lac 
(20° C) 0,234, L. W. 4630. 

Der in Wasser nicht lésliche Riickstand aus der zweiten Fallung 
ist ein dunkelbrauner Niederschlag, welcher ohne Laccasewirkung 
ist und 1,121°, Asche enthalt. 

3g der Rohlaccase (zweiter Niederschlag) mit 200 ccm 40°, igem 
Alkohol verrieben lésen sich darin fast vollstandig unter nur geringer 
Triibung. Der zentrifugierte, gewaschene Niederschlag betrug 0,0094 g, 
das ist 0,31 °,, der angewandten Rohlaccase; der mit 40 °,igem Alkohol 
gewaschene, getrocknete Niederschlag ist ein grauweiBes, schwer lés- 
liches Pulver und seine P. Z. Lac. (20° C) 0,008. 

Der in 40°,igem Alkohol lésliche Anteil erzeugt keinen Nieder- 
schlag mit dem zehnfachen Volumen 98 °,igem Alkohol, erst Zugabe 
des vierfachen Volumens Ather bewirkt eine Fillung. Der zentri- 
fugierte, mit Alkohol und Ather gewaschene, getrocknete Niederschlag 
ist ein grauweiBes Pulver, seine Ausbeute betrug 2,044 g, er enthalt 
5,431 °,, Asche; seine P. Z. Lac. (20° C) = 0,032. 


EinfluB der Erwiirmung auf die Laceasewirksamkeit. 


Nach dem Befund von OQ. Donys (9) besitzt Laccase eine sehr 
grobe Resistenz gegen Hitze und wird erst gegen 100°C zerstoért. 
Aber ziemlich reine Praparate sind nach G. Bertrand (2), H. Euler 
und J. Bolin (11) thermolabil. A. T'schirch und Stevens (18) haben 
diese Beziehungen untersucht und sie teilten mit, daB Laccase in getrock- 
netem Zustand sehr bestandig sei und daB erst bei 160° C ihre Wirkung 
gegen Guajaktinktur verloren gehe; wird aber die Lésung bis auf etwa 
70° C erwarmt, so wird sie rasch wirkungslos. 


Anfanglich habe ich die verdiinnte Laccaselésung im Gerateglas 
erwirmt und ihre Wirksamkeit ohne Puffer bestimmt. Die Resultate 
zeigten, dab die erwirmte Laccase mit steigender Temperatur wirksamer 
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wurde. Die Resultate schienen fiir ein Enzym etwas merkwiirdig, 
ich arbeitete daher mit Silicaglas und konnte feststellen, da mit 
steigender Erwarmungsdauer und Temperatur die Wirksamkeit sich 
verminderte ; durch einstiindiges Erwirmen auf 75° C oder halbstiindiges 
auf 80°C ging alle Wirkung verloren. 


Versuch 1. Beispiel eines falschen Erwdarmungsversuchs. 

10 mg Rohlaccase in 50 cem destilliertem Wasser gelést, ein Drittel 
davon wurde 20 Minuten lang im Wasserbade von 70°C, das andere 
Drittel 20 Minuten lang im siedenden Wasserbade erhitzt; das letzte 
Drittel wurde nicht erwarmt. 

Durch je 1 cem der oben genannten drei Lésungen mit und ohne 
3cem 3°.iges (Gew.) Wasserstoffsuperoxyd (Kahlbaum) unter Zusatz 
von 5cem Pyrogallollésung (25 mg enthaltend) wurde 30 Minuten lang 
bei Zimmertemperatur (24° C) gewaschene Luft geleitet. Das gebildete 
Purpurogallin wurde ausgeathert und die Farbennuancen verglichen 


Tahe lle i 





case 3 fed 0 i Farbennuance 
Nr. a i * Me ins des Mutterlauge 
ecm cem Atherauszuges 
1 Nicht erwarmt 0) 3 5 Farblos 
2 ‘s ‘a 3 0 1 
3 Bei 70°C 0 8 3 nf 
20 Min. erwarmt 
4 Dasselbe 3 0 2 : 
5 Bei 100° C 0 8 7 Hellbraun 
20 Min. erwarmt 
6 Dasselbe 3 0 4 


Die Farbennuante wurde verglichen bei dem Volumen des Athers, 
das erforderlich war, um die gleiche Nuance wie bei Nr. 2 zu erhalten. 

Je héher die Temperatur des Erwairmens war, desto mehr Purpuro- 
gallin wurde erzeugt. Die Ursache des Irrtums ist auf den Alkaligehalt 
der Glaswand zuriickzufiihren. Die mit H,O, versetzten Proben sind 
heller als die ohne H,O,, wegen der Aziditat des H,O, (das py von H,O, 
ist 2,5) und weil die Laccase durch H,O, geschadigt wird. 


Versuch 2. Versuch tiber die Verminderung der Wirksamkeit 
durch Erwdrmung. 
In ein Silicaglasprobierrohr gibt man eine Laccaselésung, die 
4 mg in 1 cem gelést enthalt, und erwarmt sie in einem Thermostaten 
je eine Stunde lang bei 40 bis 100° C unter haufigem Schiitteln. Nach 
dem Erkalten werden je 3ccm Laccaselésung (12 mg) mit 10 ccm 
Phosphatpuffer (py = 6,0) und 50mg Pyrogallol (l0cem Lésung) 
versetzt und bei 20,0° C mit einer Geschwindigkeit von 400 bis 450 cem 
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pro Minute gewaschene Luft eingeleitet. Nach genau 20 Minuten wird b 
die Reaktion durch Eintragen von 5ccm 2n H,SO, unterbrochen \ 


Ohne langeres Stehen der Flissigkeit wird das Purpurogallin drei- oder 
viermal erschépfend ausgeithert, wobei die wasserige Schicht farblos 
bleibt. Die atherische Lésung bestimmte ich im Kolorimeter mit einer 
Vergleichslésung von Purpurogallin in Ather. Aus der Purpurogallin- 
ausbeute errechnete ich die P. Z. Lac. (20°C) und konnte damit ihre 
Wirkung vergleichen. 

Tabelle 11. 




















Ni Laccase P. Z. Lac. (20° C) 
1 Ohne Erwarmung 
2 1 Stunde bei 40°C erwarmt ‘ 
3 ae 50 a 0,200 
4 1 “ 60 a 0,115 
5 1 ‘ 70 . 0,012 
6 1 75 # Spur 
7 1 80 js 0 
8 i 90 ; 0 d 
9 1 m 100 . 0 
10 Ohne Lacease (Kontrolle) 0 Ka 
3 
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Abb. 1. Einfluf der Erwiirmung auf die Laccasewirksamkeit 
p 
Bis zu einer Temperatur von 40° C ist die Laccase bei einstiindigem s' 
Erwarmen mit Wasser noch vollig resistent, wahrend bei 50° C schon d 
eine teilweise, bei 75°C eine vollige Zerstérung eintrat. n 
4 
Versuch 3. Versuch iiber den Einflug von H,O, auf erwdrmte Laccase. d 
In kohlensaurefreiem, mit Silicaglaskiihler redestilliertem Wasser 
geliéste Rohlaccase, die 2 mg in 1 cem enthielt, wurde im Silicaglasrohi 
gemaB der in Tabelle III angegebenen Dauer auf die verschiedenen n 
Temperaturen am RiickfluBkiihler erwirmt. Nach dem Erkalten z 
wurden je 5cem (10 mg Rohlaccase enthaltend) mit Phosphatpuffer 
(pu = 6,0) und einer Pyrogallollésung und teilweise mit 1 cem H,0, st 


(Merck, 3 Gewichtsprozent) versetzt und die Purpurogallinausbeut« h 
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bestimmt. Die daraus berechnete P. Z. Lac. (20° C) erlaubte einen 
Vergleich der Laccasewirksamkeit. 


Tabelle 111. 





Nt ar I 3/oig. HO. HO P. Z. Lac. (20°C), erwirmt auf 
Min cem cem FO° ¢ 75° ¢ RHO « LO? ¢ 

1 0 0 1 0,154 0,154 0,154 0,154 
2 0 l 0 0,114 0,114 0,114 0.114 
3 15 0 1 0.046 0.017 0.007 

4 15 1 0 0.018 0.013 0,007 

5 30 0 1 0,040 0.011 Spur 

6 30 1 0 0.016 0.010 - sii 
7 45 0 1 0,022 0,007 0 

8 45 1 0 0,015 0.006 0 

gy 60 0 1 0.018 0,004 0 0 
10 60 l 0 0.010 Spur 0) 0 


Aus dem Resultat des Versuchs 3 kann man entnehmen, dai 
die eine Viertelstunde auf 70°C erwairmte Laccase ihre Wirksamkeit 
auf 1/3,4 verlor in bezug auf die nicht erwairmte; bei Zusatz von | ccm 
3°.igem H,O, in 26cem Reaktionsfliissigkeit verminderte sich die 
Wirksamkeit sehr stark sowohl bei der erwarmten als auch nicht er- 
wirmten Laccase. 


Beziehung zwischen Laceasewirksamkeit und Temperatur. 

Die Wirksamkeit der Laccase hingt von der Temperatur ab. Ihre 
Wirksamkeit bei niedriger Temperatur ist schwach; ihre Reaktions- 
geschwindigkeit nimmt bei steigender Temperatur bis 40°C zu, um 
dann bei héheren Temperaturen unverandert zu bleiben. Die optrmale 
Temperatur von Laccase bei py = 6,0 betragt etwa 40°C 

Selbstverstandlich oxydiert im alkalischen Gebiet der Puffer 
allein mit dem Sauerstoff schon das Pyrogallol, und er-.hat auch bei 
Pu 6,0 eine oxydierende Wirkung bei héherer Temperatur. Sauer- 
stoff oxydiert mit dem Phosphatpuffer von py 6,0 oberhalb 40° C 
das Pyrogallol, und seine Oxydationsintensitaét vergréBert sich linear 
mit zunehmender Temperatur. Deshalb soll bei Versuchen oberhalb 
40° C vom Resultat der Wert des Kontrollversuchs abgezogen werden, 
damit die Wirkung der Laccase allein bestimmt werden kann. 

Fiir die Laccasebestimmung benutzte ich viel niedrigere als optimale 
Temperaturen (20°C), damit die Oxydationswirkung des Sauerstoffs 
mit dem Puffer nicht zur Geltung kam: fiir diese Versuche waren nicht 
zu starke Wirkungen erforderlich. 

Weil bei verschiedenen Temperaturen die Wirksamkeit eine ver- 
schiedene ist, habe ich zur Purpurogallinzah! die gemessene Temperatur 
hinzugefiigt. 


20° 
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Versuch 4. Versuch diber die Wirksamkeit der Laccase bei verschiedenen 
Te mperaturen. 

12 mg Laccase in 3 ccm gelést, 10 ccm Phosphatpuffer (py = 6,0 
und 50mg Pyrogallol (in 10cem) zugefiigt und von 0 bis 60,0° ( 
im Thermostaten mit gewaschener Luft behandelt, die eine Ge 
schwindigkeit von 400 bis 450ccm pro Minute besaB; nach genau 
20 Minuten wird die Reaktion durch Eintragen von 5ccm 2n H,SO, 
unterbrochen, das Purpurogallin ausgedithert und im Kolorimetet 
bestimmt. Als Kontrollversuche habe ich den gleichen Versuch ohne 
Laccase, aber mit ebensoviel Wasser durchgefiihrt. Wurde vom Resultat 
der Versuche mit Laccase das der Kontrollversuche abgezogen, so 
ergab sich das auf Laccase allein entfallende Resultat. 


Tabelle IV. 





Temperatur bee rg At 
N ig des Laccase H.O Purpurogallin- Laccasewirl 9 
rhermostaten lecm = 4meg 4 ausbeute alle 
of ecm cem mg ng 
1 0,0 3 0 0,351 0,351 
2 0.0 0 3 0) 
3 10.0 3 0 0.558 0.558 
4 10.0 0 3 0 
5 20.0 3 0 0,893 0.893 
6 20.0 0 3 0 = 
7 30.0 3 0 4.854 4.854 
8 30,0 0 3 Spur 
i) 40.0 3 0 6,803 6,707 
10 40.0 0) 3 0,096 - 
11 50.0 3 0 6.494 6.214 
12 50.0 0 3 0.280 
1: 60.0 3 0 7.380 6.876 
14 60,0 0 8 0,504 —_ 
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Abb. 2. Laceasewirksamkeit und Reaktionstemperatur 


Einflu8 von Wasserstoffsuperoxyd auf die Laccasewirksamkeit. 
Die Wirksamkeit der Laccase wird vermindert durch Zugahe 
von Wasserstoffsuperoxyd. Bei Zugabe von leem zehnfach ver- 
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diimntem H,O, (Merck, 10 Vol.-°.) in 27 cem Fliissigkeit wurde die 
Wirksamkeit um 28°., vermindert, eine Zugabe von etwas mehr H,O, 
leem 3 gew.-° ,iges Oxyful, Sankyo Pharm. Ges. Tokio) in 27 cem 
zerstérte sie voéllig. Bei diesem Versuch wurde die Reaktion der 
Versuchslésung mit einem Puffer von py 6.0 reguliert und der 
pu-Wert elektrometrisch bestimmt; die saure Reaktion des H,O, wat 
hiermit eliminiert worden. 

Wenn die Laccase ein Gemenge von Oxygenase und Peroxydase, 
wie Bach und Chodat angeben, oder Peroxydase allein darstellt, so 
miiBte bei Zugabe von mehr oder weniger Wasserstoffsuperoxyd ihre 
Oxvdationswirkung beschleunigt, bei Zugabe minimaler Mengen Wasser- 
stoffsuperoxyds aber nicht nur nicht beschleunigt, sondern sogar gestért 
werden. Das ware ein Beweis gegen die Theorie von Bach und Chodat. 
Auch die Versuche mit in 40°,igem Alkohol léslicher Laccase, wie jene 
mit minimalen Mengen H,QO, versetzter Rohlaccase oder auch mit er- 
warmter Laccase, zeigten eine deutliche Schadigung (siehe Erwarmungs- 
versuche). Peroxydase ist aber sehr thermoresistent (21), sie soll erst 
hei 70 bis 80° C (Khrennikoff) baw. 90° C (A. W. van der Haar) zersetzt 
werden, wihrend die Oxygenase nach Bach und Chodat schon bei 60° C 
Khrennikoff (21)| zerstért wird. Der vorerwahnte Erwirmungsversuch 
bewies, da eine Stunde lang auf 75° C erwarmte Laccase bei Zugabe 
von H,Q, ihre Wirkung vermindert. Aus diesen Tatsachen kann man 
auch erkennen, daB die Oxygenasetheorie von Bach und Chodat fin 


die Laccase keine Geltung hat. 


Versuch 5. Versuch mit H,O, und Rohlaccase. 

12 mg Laccase in 3cem gelést und nach Zugabe von Phosphat- 
puffer (py 6,0) die P. Z. Lac. (20°C) mit oder ohne H,©,-Zugabe 
nach oben erwahnter Methode gemessen. Das Volumen wurde mit 
H,O auf 30cem erginzt. 


Als H,O, kam Oxyful (3 gew.-°,ig) und Perhydrol Merck 
(30 gew.-°,,ig) mit oder ohne Verdiinnung zur Verwendung. 


Tabe lle V. 





Hy» 
Ni 1 wy.< gew.-9/olg x) EW £ H,0 P. Z%. La yO ( 
- - (Oxyful) Perhyvdro 
eem 
l 0 0 0 7 0,193 
2 1 0 0 6 0.027 
3 0 1 0 6 0 
4 0 3 0 4 0 
45 0 5 0 2 0 
6 0 7 0 0 0 


‘ 
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Versuch 6. 
Versuch mit H,0, und in 40°. wgem Alkohol léslicher Laccase 

20 mg in 40°. igem Alkohol lésliche Laccase in 5ccm gelést, mit 
Phosphatpuffer (pq = 6,0), Pyrogallollésung, Wasser und mit ode 
ohne H,O, auf 27 ccm erganzt und nach obiger Methode die P. Z. La 
(20° C) gemessen. 

Das H,O, kam als zehnfach, fiinffach, zweifach und nicht ver 
diinntes Wasserstoffsuperoxyd (Merck, 10 vol.-°.,ig) zur Verwendung. 


Tabelle VI. 





Verdiignungsgrad HO irpur 
Nt dco 5,0. tis P. Z. Lae. (200 ¢ susbeute 
1 0 0,058 109 
2 10 mal verdiinnt l 0,042 72 
3  - an l 0.040 64 
+ Ris ‘ l 0,028 45 
5 nicht » l 0,021 37 
6 " " 2 0.020 at 
\ 
~ 


Abb 


Einflufi von Hg, auf die Laccasewirksamkeit 


Die Laceasewirkung mit HCN, 


Die Blausadure ist eine sehr giftige Substanz fiir alle lebenden 
Organismen, sie ist aber im Pflanzenreiche sehr verbreitet und hat 
grobe physiologische Bedeutung. 


Auch die Enzyme werden durch HCN beeinfluBt, so wird z. B. das 
Papain durch HCN in seiner Wirkungsweise geférdert [ W illstatter (23) | 
Im Gegensatz zu den echten Oxydasen, deren Wirksamkeit HCN 
intensiv hemmt, ist es auf Peroxydase ohne Wirkung [ Bach, Ost 
wald (24)]. Auch aus diesem Grunde ist die Oxygenasetheorie von 


Bach und Chodat nicht anwendbar. 
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P. Fleury (25) hat die Wirkung von HCN auf die Laccase 


des Tonkinlacks untersucht. 0,67 mg HCN im Liter vermindern 
die Wirkung seiner Laccase auf 60°, und die Hemmung ist 
am gréBten bei optimalem py. Nach dem Verjagen der Blau 


siure durch einen Luftstrom ist wieder die urspriingliche Wirkung 
vorhanden. 


Nach meinen Versuchen ist der EinfluB von HCN verschieden 
je nach der Reinheit und anderen Bedingungen. Rohlaccase wird 
durch verdinnte HCN-Loésung (0,1 mg im Liter) in ihrer Wirkung 
deutlich, durch 3 mg pro Liter zu 50°, und durch 12 mg pro Liter 
vollig gehemmt. Der EinfluB ist verhaltnismabig starker bei geringer. 
schwacher bei héherer Konzentration von HCN. Als einige Stunden 
nach Zugabe von HCN diese durch einen Luftstrom verjagt und die 
Wirksamkeit der Laccase bestimmt wurde, fand ich diese einigermaben 
regeneriert, aber nicht so stark wie urspriinglich. Die Regenerierung 
der Menge und die Reaktionsdauer sind verschieden: 0,5 mg HCN in 
6 ccm Laccaselésung (20 mg Laccase enthaltend) zerstért sie in 2 Tagen 
zu 90°, wahrend nur 10°, regeneriert wurden: der Regenerations- 
grad wird nicht mehr vermindert durch eine Einwirkung von mehr als 
2 Tagen Dauer. 


Auch in 40°,igem Alkohol lésliche Laccase sowie Rohlaccase 
vermindern ihre Wirkung nach Zugabe von HCN. Wiirde eine Per- 
oxydase nach Bach und Chodat vorliegen, so wiirde diese durch HCN, 
wie oben gesagt, nicht beeinfluBt werden. 


Die Rohlaccase ist in 40°,igem Alkohol fast vo6llig léslich, 
und daher ist die Theorie von Bach und Chodat fiir die Laccase 
des Japanlacks nicht anwendbar: diese ist vielmehr eine direkte 
Oxydase. 


Ve rsuch Ve rsuch de r W irksamke it der Rohlaccase in Ge qenwart 


von HON, 


12mg Laccase in 3ccm gelést, mit Phosphatpuffer (py 6.0), 
Pyrogallol und HCN-Lésung versetzt und nach der obigen Methode 
ihre P. Z. Lac. (20° C) gemessen. 


Die Blausiure wurde aus KCN dargestellt und als wisserige 
Lésung in einer Konzentration von 0,0288 mg HCN in lcem bei 
Nr. 2 bis 11 und von 0,1152 mg HCN in 1 cem bei Nr. 12 und 13 
verwandt. 


Den Gehalt der Lésungen an HCN bestimmte ich gewichts- 


analytisch als Cyansilber. 
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Tabelle VII. 





Ni Hy 0 Zugegebene Mengen HCN HON P.Z.Lac, | *" - 
1 zg mg i. I . 

1 Fj 0 0 0 0.129 10) 

2 6.9 0.1 0,003 0.096 0,121 94,167 
3 6,75 0,25 0.007 0,240 0,100 77,900 
4 6.5 0.5 0,014 0,481 0,094 72.975 
5 6 l 0,029 0.960 0.083 64.809 
6 5 2 0,058 1,921 0,074 57.485 
7 4 3 0.086 2881 0.064 49.125 
S 3 4 0,115 3.841 0,060 46,273 
g 2 i) 0,144 4.802 0,045 34,820 
10 | 6 0,173 5,762 0,042 32.425 
11 0 7 0,202 6,722 0,040 31,432 
12 5 2 0,231 7,683 0,021 16,526 
13 4 } 0,346 11,524 Spur Spur 


Lac. (Z0°U/ 





Abb. 4 Laccasewirkung in Gegenwart von HCN 


Versuch 8. Versuch iiber die Wirksamkeit der in 40°,igem Alkohol lds 
lichen Laccase in Gegenwart von HON, 
20 mg in 40°, igem Alkohol lésliche Laccase in 5 ccm gelést, wie 
bei Versuch 7 und bei Anwesenheit von HCN die P. Z. Lac. (20° C) 
gemessen. 
Tabelle VIII. 





Zugegebene Menge Konzentration der Purpurogallin 
Nr. HCN HCN P. Z. Lac. (20° ¢ ausbeute 
mg mg i. Liter 

1 0 0 0.029 100 

2 0,011 0,391 0.014 49.567 
3 0.021 0.782 0.010 35,355 
4 0,042 1.564 0.093 8.666 
5 0,106 3,911 Spur Spur 

6 1,056 39,111 0 () 


Aus Tabelle VIII kann man ersehen, da die in 40°,igem Alkohol 
léisliche Laccase mit HCN viel starker als die Rohlaccase beeinfluBbt 
wird, die Gegenwart von 0,4 mg HCN im Liter vermindert ihre Wirkung 


auf 50°,, eine Menge von 4 mg zerstért sie vollig. 
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Versuch 9. Versuch diber die Regenerierungsmoglichkeit der Laccasewirksam 
keit durch Verjagen der HON nach threr Einwirkung. 

20 mg in 40°, igem Alkohol lésliche Laccase (5 cem) gelést in einem 
paraffinierten Hartglasréhrchen, 0,5cem HCN-Lésung (1,057 mg HCN 
in l1eem enthaltend) in einem und | ccm in einem anderen Falle zu- 
gegeben und mit Paraffin verschlossen. Dann im Dunkeln bei Zimmet 
temperatur (etwa 18° C) aufbewahrt, darauf die Blausdure durch einen 
Luftstrom verjagt und die P. Z. Lac. (20°C) nach obiger Methode 
vemessen. 


Tabelle 1X. 





Dauner der HCN Zugegebene Meng Purpurogal 
Ni Einwirkung HON P. Z. La HO ¢ iushe 
Std mg 
l 165.5 1.057 0,003 4 359 
2 165.5 0.529 0,003 10,572 
) 47.5 1.057 0.003 9.359 
: 47,5 0.529 0.003 10,572 
5 3.5 1.057 0,009 32 062 
6 a) 0.529 0.015 59.953 
7 0 0.029 100 


Aus diesem Versuch lat sich ersehen, das die Wirksamkeit der 
Laccase einigermaBen nach dem Verjagen der zugegebenen Blausiure 
regeneriert wird, daB aber nicht die urspriingliche Starke erreicht wird. 
Nach kurzer Zeit vermindert eine gréBere Zugabe von HCN ihre 
Wirksamkeit mehr, nach 2 Tagen ist sie bis auf 90°, zerst6ért und der 
Zerstérungsgrad ist von der Einwirkungsdauer und der HC N-Menge 
unabhangig geworden. Diese Ursachen sind nicht auf eine Zersetzung 
der HCN, sondern nur auf die Laccase zuriickzufiihren, wie die Fliissig- 
keit Nr. 1 zeigte, die nach 12 Tagen noch eine deutliche Blausdure 
reaktion aufwies. 


Einflu£ der Reaktion des Mediums. 

Die Wirksamkeit der Laccase wird sowohl durch den py-Wert 
der Reaktionsfliissigkeit als auch von der allgemeinen Natur des Enzyms 
beeinfluBt. P. Fleury [(19), (20)] hat entdeckt, dab bei einer 1°, igen 
Guajakollésung die Aktivitat der Laccase fast Null ist bei py — 4,5, iiber 
ein Maximum bei 6,7 aber wieder fast Null wird bei 9. In dem Mabe, 
wie die Konzentration an Guajakol abnimmt, wandert das optimale 
pu nach der alkalischen Seite, bei 0,067 °, py 7.5 bis 8.4. bei 0.25 ' 
Pu 7,6.  H.H. Bunzel (22) fand fiir Pyrogallol bei Messung der 
Q,-Absorption mit vielerlei Pflanzensiften ihr Optimum bei py — 6,0, 
wahrend bei py 4 bis 3 eine Hemmung auftrat. 

Bei meinen Versuchen, mit Citrat-, Acetat- oder Phosphatpuffer 


und Pyrogallol gemessen, ergab sich das Optimum der Laccase bei 
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Pu 6,0, bei pu 4,0 war sie noch sehr wenig wirksam, bei py 8. 
war sie fast wirkungslos. Das Resultat stimmt mit dem von Bunz 
iiberein, verglichen mit dem Resultat von P. Fleury ist es etwas nac! 
der sauren Seite verschoben. 











» 
Der EinfluB des Puffers muB immer beriicksichtigt werden, wen: ” 
Puffer benutzt werden. Die Puffer oxydieren das Pyrogallol selbst 
nicht bei py 6,0 bis 6,5, aber bei zunehmendem py-Wert tritt Oxy = 
dation ein. Deshalb muB bei der Messung von Laccase bei py alkali . 
scher als 6,0 ein Kontrollversuch ohne Laccase vorgenommen werden 
und es mu die Purpurogallinausbeute des Kontrollversuchs von dem 
Versuch mit Laccase abgezogen werden, um die wirkliche Laccase 
wirksamkeit zu erfahren. Die Laccasewirksamkeit andert sich bei 
wechselndem py kurvenartig, die der Puffer aber geradlinig. 
Versuch 10. Messung der P.Z. Lac. (20°C) mit Acetatpuffer. 
6 mg Rohlaccase verwandt, mit Acetatpuffer ihre P. Z. Lac 
(20° C) gemessen. 
Tabelle X. 
Ni Pu P. Z. Lac. (20° C) 
| 3,54 0) 
2 4.44 Spur 
3 5.35 0.036 
4 6,25 0,039 
5 6,55 0,038 
Versuch 11. Messung der P.Z. Lac. (20°C) mit Citratpuffer. clic 
20 mg Rohlaccase verwandt, mit Citratpuffer ihre P. Z. Lac we 
(20° C) gemessen. 
Tabelle XI. Ze) 
Purpurogallin- mi 
Nr. Pu ausbeute P. Z. Lac. (20° ge 
> Pu 
1 Mit laccase. ..... 4,0 Spur Spur sc] 
2 Kontrollversuch .... 4.0 () be 
3 ee 5,0 0,289 0,014 
4 Kontrollversuch . . .. 5,0 0 — Ve 
5 Mit Laccase. ..... 6,0 0,526 0,026 
6 Kontrollversuch . .. . 6,0 Spur — 
7 Mit Laccase. ..... 7,0 0,694 0,023 un 


8 Kontrollversuch . .. . 7,0 0,227 -- (2¢ 
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Versuch 12. 
Messung der P.Z. Lac. (20°C) mit Phosphatpufier 
12 mg Rohlaccase verwandt, mit Phosphatpuffer ihre P. Z. Lac. 
(20° C) gemessen. 


Tabelle XII. 





Nr Pu y sl mate P. Z. 3 ( 
mg 

l Mit Lacvase. ..... 5.5 2.941 0,245 
2 Kontrollversuch 5.5 () 

3 Mit Lacease. ..... 6.0 3.571 0.298 
+ Kontrollversuch 6.0 0 

5 Mit Laccase. . .... 6.5 2 344 0.195 
6 Kontrollversuch 6.5 0 

7 Mit Laccase. ..... 7.0 2.206 0.162 
5 Kontrollversuch 7.0 0.260 

y Mit Lacease. . .... 7.5 3.846 0.172 
10 Kontrollversuch 7.5 1,786 

11 Mit Leaccase. ..... 8.0 6.000 0 
12 Kontrollversuech . .. . 8,0 6,000 


Einflu8 der Pyrogallolmenge auf die Purpurogallinausbeute. 


P. Fleury (20) fand die Laccasewirksamkeit beeinfluBt durch 
die Guajakolmenge, derart, da das optimale py sich nach der sauren 
Seite bei zunehmender Guajakolmenge verschiebt. 


Bei meinen Versuchen mit verschiedenen Mengen Pyrogallol 
zeigte sich die maximale Ausbeute an Purpurogallin bei py 6.0 
mit 0,05 °,, Pyrogallol, bei Vermehrung oder Verminderung des Prozent- 
gehaltes an Pyrogallol riefen beide eine winzige Verminderung det 
Purpurogallinausbeute hervor; wenn man also einen groBen Uber- 
schuB an Pyrogallol anwendet, wird die Purpurogallinausbeute nicht 
heeinfluBt. 


Ve raw h ] >. 


Versuch dwber di Purpurogallinaush ute mit Rohlaccase und verschiedenes 


Mengen Pyrogallol. 


12 mg Rohlaccase verwandt, mit Phosphatpuffer von py 6,0 
und mit verschiedener Konzentration an Pyrogallol die P. Z. La¢ 


(20° C) gemessen. 
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Tabelle XIII. 





Differenz der dure 


Pyrogallol- Konze ntration Purpurogallin- eshuittichen 
Nr menge an Pyrogallol 1usbeute Purpurogallinausbeut 
ig Zz mg 
l 5 0.015 2,266 0,168 
2) 10 0.039 2.322 0,112 
3 15 0.046 2,688 +- 0,254 
4 39 0,091 2.632 O,19S 
D 50 0,152 2,500 + 0,066 
6 75 0,227 2 344 ~~ 0.090 
7 100 0.393 2 IOR4 0.150 


Le 


Durchschnitt : 434 


EinfluB der Lufthestandteile auf die Laceasewirkung. 

Die oxydative Wirkung der Laccase wird durch die Bestandteilk 
und die Geschwindigkeit der zugeleiteten Luft beeinfluBt. Diese Tat 
sache teilte auch P. Fleury mit, er fand, dab bei geringerer Konzentration 
des Sauerstoffs als 21°, die Wirkung der Laccase vermindert wird, 
daB aber ein gréBerer Gehalt keinen EinfluB hat. Bei meinen Versuchen 
wurde die Laccasewirkung durch den Sauerstoffgehalt von weniger 
oder mehr als 21°, beeinfluBt, aber nicht proportional zum Prozent- 
gehalt an Sauerstoff. Bei niedrigem Prozentgehalt an Sauerstoff ist 
der Sauerstoff mit Laccase wirksamer als bei hédherem Prozentgehalt, 
aber in der Nahe von 21°, wie in Luft iibt ein Unterschied von 
einigen Prozenten keinen groBen EinfluB aus. 

Beimischungen von CO in der Luft haben keinen, CO, dagegen 
hat einen geringen Einflu§B. CO, entsteht bei der Oxydation von Pyro- 
gallol zu Purpurogallin, und die Reaktionsgeschwindigkeit wird beein- 
fluBt durch die Erhéhung der Konzentration an CO, nach dem 
Massenwirkungsgesetz. Aber die Laccasewirkung wird bei. niedriger 
Konzentration durch CO, kaum beeinflubt. 


Versuch 14. 

Versuch mit Luft von verschiedenem Prozentgehalt an Sauerstoff. 

Sauerstofffreier Stickstoff, durch Leiten von Luft iiber glithendes, 
reduziertes Kupfer erhalten, wurde mit verschiedenen Mengen von 
gereinigtem Sauerstoff gemischt; die so erhaltene kiinstliche Luft 
wurde vor Gebrauch analysiert. 

12 mg Rohlaccase wurden verwandt, mit Phosphatpuffer von 
pu 6,0 und mit kiinstlicher Luft die P. Z. Lac. (20°C) nach obiger 
Methode gemessen. Die Luft wurde mit einer Geschwindigkeit von 


400 bis 450 cem pro Minute eingeleitet. 
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Tabelle NIV. 
Ni O2 P. Z. La yy 4 . ae tis 
1 54.4 0,203 0.045 
2 40,2 0,172 0,051 
3 91.0 0.157 0.090 
4 18.8 O.151 0.096 
5 14,1 0,149 0,127 
6 11,0 0.144 0.156 
ae as aa S ' SN + 
Abb. 5 


Eintlu6B der Sauerstoffkonzentration 


Abb. 5a. P. Z. Lae. (20°C) 


Ve rsuch 15. Ve rsuch tibe r die 


mit verschiedener 
Abb. 5b. Purpurogallinausbeute in mg fiir 1 


auf di 


Laceasewirkung 


Konzentration des Sa 


ierstofis 
O2 mit 12 mg Rohlaccase bei Py = 6,0, 20° ( 


Laccasewirkung mit Kohlenmonosz yd 


12 mg Rohlaccase wurden angewandt und mit kiinstlicher Luft 


die P. Z. Lac. (20°C) nach obiger Methode gemessen. 


Kiinstliche Luft mit etwa 20°, Sauerstoff wurde mit verschie- 


denen Mengen reinem CO (aus Oxalsaéure) gemischt und vor dem Ver- 


such analysiert. 


Tahe lle X V. 





Nr. Oe 
1 17,7 
2 18.9 
3 20.3 
4 20,8 


0.168 
0.168 
0171 
0.169 


Aus dem Resultat ersieht man, dafi Kohlenmonoxyd keinen Einflu 


auf die Purpurogallinausbeute der Laccase hat. 


Versuch 16. Versuch diber dis 


Laccasewirhung mit Kohlensdure. 


12mg Rohlaccase wurden angewandt und mit kiinstlicher Luft 


die P. Z. Lac. (20°C) nach obiger Methode gemessen. 


Kiinstliche Luft mit etwa 20°,, Sauerstoff wurde mit verschiedenen 


Mengen von reinem CQO, gemischt und vor dem Versuch analysiert 
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Tabelle XVI. 





Os Co 
Nr A P. Z. La yO ¢ 
1 18,8 7,3 0,123 
2 19,4 5,2 0,129 
3 19.6 8 0.135 
4 20,3 1,5 0,148 
5 21.0 0 0,174 


Die Kohlensiure beeinfluBt die Laccasewirkung auf Pyrogallo! 


ein wenig. 


FinfluB von Kochsalz auf die Laceasewirksamkeit. 

Die Laccasewirkung wird durch Zugabe von NaCl gehemmt 
die Hemmung wird gréBer bei zunehmender Konzentration von NaCl 
aber nicht proportional, sondern bei geringer Konzentration verhaltnis 
maBig viel stairker als bei hoher. 

P. Fleury (20) fand die Hemmung durch NaCl und teilte mit 


daB das Optimum der Wirkung durch NaCl nach py 7,2 verschoben 
wurde, waihrend es ohne Zugabe von NaCl bei py 6,7 lag. 


Nach meinen Versuchen wurde durch Zugabe von 3cem eine! 
1°. igen NaCl-Lésung in 26 cem des Reaktionsgemisches mit Pyrogallol 
ihr Optimum von py 6,0 nach py 7.5 verschoben. 


Versuch 17. Messung der P.Z. Lac. (20°C) mit Rohlaccase und 

verschiedenen Mengen von NaCl. 

12 mg Rohlaccase wurden mit Phosphatpuffer von py = 6,0 und 
verschiedenen Mengen | °,,iger NaCl-Lésung versetzt und ihre P. Z. Lai 
(20° C) gemessen. 

Als NaCl nahm ich das der Ph. J. 1V entsprechende, seine Lésung 
hatte neutrale Reaktion. 


Tabelle XVII. 





Nr. EMigtgne ZeG = P. Z. Lac. (20°C) 
ecm cem 

1 0 10 0.130 

2 1 ] O115 

3 3 7 0.074 

4 5 5 0.060 

5 10 0 0.038 


Versuch 18. Versuch diber das Pa-Optimum bei Zusatz von NaCl. 


12 mg Rohlaccase wurden mit 3 ccm 1°. iger NaCl-Lésung, Pyro 
gallollésung und Phosphatpuffer von verschiedenen py-Werten versetzt 


und ihre P. Z. Lac. (20° C) gemessen. 
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Auf der alkalischen Seite wurde durch die Pufferlésung auch 
ohne Laccase das Pyrogallol oxydiert, durch Kontrollversuche wurde 
diese Purpurogallinausbeute von der Purpurogallinausbeute mit 
Laccase abgezogen, damit sich die wahre P. Z. Lac. (20°C) ergab. 


Tabelle XVIII. 





Purpurogallin 





Nr PH ausbeute P. Z. Lae. (20° ¢ 
mg 
lo! - 
l Mit Laccase ...... 5.0 0.440 0.037 
2 Kontrollversuch . 2... 5,0 0 
5 Mit Laccase ...... 5.5 0.446 0.037 
4 Kontrollversuch . .. . . 5.5 0 — 
nt D Mit Laecase .. 0,996 0,083 
Cl 6 Kontrollversuch 0 — 
; 7 Mit Laccase 1.359 0,113 
11s 8 Kontrollversuch () 
4 Mit Laccase ae 2.232 0,164 
‘it 10 Kontrollversuch . . . 0.260 
11 Mit Laccase 4.546 0.230 
en) 12 Kontrollversuch 1.786 
13 Mit Laccase ee 7.692 0,141 
_ 14 Kontrollversuch . . .. . 8.0 6.000 
m 
lol . ’, . 
Laceasewirkung auf Zusatz anorganischer Mangansalze. 
Bertrand (2) fand, daB die Laccase viel Mangan in ihrer Asche ent- 
halt, wenn sie durch Fallung mit Alkohol gereinigt worden war, ihre 
Wirksamkeit verminderte sich mit dem Mangangehalt im gleichen 
ind Verhaltnis. 
ac Ich untersuchte eine in 40°,igem Alkohol lésliche Laccase mit 
Zusatz von Mangansulfat, Manganchloriir und Manganhypophosphit 
ing (Merck) und fand ihre Wirksamkeit durch solche anorganischen Mangan- 
salze nicht beeinfluBt. Meine Rohlaccase und auch die in 40°, igem 
Alkohol lésliche Laccase zeigten die Volhardsche Reaktion kaum mehr, 
wohl aber eine deutliche Eisenreaktion. Die Angabe Bertrands, nach 
der das Mangan ein Coenzym der Laccase ist, mu®B als fraglich hin- 
gestellt werden. 
Die anorganischen Mangansalze allein oxydierten bei py 6,0 
das Pyrogallol gar nicht. 
Versuch 19. Messung der P.Z. Lac. (20°C) der in 40° ,igem Alkohol 
léslichen Laccase zusammen mit anorganischen Mangansalzen. 
20 mg in 40°, igem Alkohol lésliche Laccase wurden mit Phos- 
ro phatpuffer von py = 6,0, Mangansalzlésung und Pyrogallol gemischt 
tzt und ihre P. Z. Lac. (20°C) gemessen. Als Kontrollversuche habe ich 


vergleichende Versuche ohne Laccase vorgenommen. 
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Tabelle XIX. 





Zusatz von 


Nr Purpurogallin- P. Z. I 

chtevhe cobs eeiaaiie ansboute = 
mg mg mg mg 

1, Mit Laccase ... 10 — 0,588 0,029 

2 | Kontrollversuch . . 10 Spur 

3 Mit Laccase ... 5 0.571 0.028 

4  Kontrollversuch . . 5 — — 0 

5 | Mit Laccase ... 1 -— 0,588 0.029 

6  Kontrollversuch . . 1 - 0 

7 || Mit Laccase ... — 10 0.588 0.029 

8  Kontrollversuch . . - 10 Spur 

9 | Mit Laccase ... — 5 0,571 0,028 

10 Kontrollversuch . . — 5 0 

11 Mit Laccase ... — 1 0.571 0,928 

12. Kontrollversuch . . - 1 

13 Mit Lacease ... - 10 0.571 0.028 

14 Kontrollversuch . . —— 10 0 

15 Mit Laccase ... 5 0.571 0,028 

16 Kontrollversuch . . - 5 0 

17 , Mit Laccase ... 1 0.571 0,028 

18 | Kontrollversuch . . - 1 0 

19 | Mit Laccase ... - - 0.588 0,929 


EinfluB von organischen Salzen auf die Laceasewirkune. 

Die Natrium- und Kaliumsalze der Essigsiure, Oxalsiure, Bern- 
steinsiure, Citronensiure und Salicylsiure zeigen weder beziiglich de1 
Anionen noch der Kationen einen groBen EinfluB auf die Laccase 
wirkung. Citrat zeigt eine geringe Hemmung, auch die anderen 
Salze hemmen die Laccasewirkung etwas, aber nicht deutlich 
Natriumacetat bzw. Salicylat hemmt stark im Verhiltnis zu den 
anderen Salzen. 


Versuch 20. Messung der P. Z. Lac. (20° C) der Rohlaccase mit organische 
Salzen. 
12 mg Rohlaccase wurden mit Phosphatpuffer von py 6.0 
und dem organischen Salz gemischt und ihre P. Z. Lac. (20° ( 


gemessen. 
Organische Salze wurden als reine Praparate in einer Konzentration 
von m/10 in 33 ccm des Reaktionsmediums benutzt. 
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Tabelle XX. 





Salzmengen P. Z. Lae. (20° ¢ 

Nr zugegeben Kation 

ecem Acetat Oxalat Succinat Cirrat Salicy 
1 0 Na’ 1,121 0,121 0,121 0,121 0,121 
2 1 Na’ 0,099 0,114 0,119 O,111 0,119 
3 3 Na’ 0,076 0,125 0,120 0.077 0.106 
4 5 Na’ (),099 0,122 0,121 0,073 0,114 
5 10 Na’ 0,100 0,117 0,115 0,071 0,088 
6 0 kK" 0,121 0,121 0,121 0,121 0,121 
7 1 kK 0,114 0,110 0,119 0.115 0,122 
8 3 kK 0,122 0,111 0,116 0,093 0,119 
y 5 kK 0,110 0,115 0,121 0,080 0,116 
10 10 kK 0,110 0,113 0,111 0,074 0,101 


EinfluB der Bestrahlung auf die Lacecasewirkung. 


Enzyme werden im allgemeinen durch Bestrahlung zerstért, und 
auch die Laccase wird stark beeinfluBt. 

Nach Henri Agulhon (26) zerfallen die Enzyme in drei Klassen in bezug 
auf ihr Verhalten gegeniiber Licht: 

1. Nur in Gegenwart von molekularem Sauerstoff von sichtbaren 
Lichtstrahlen angegriffen, bei Abwesenheit von Sauerstoff durch Ultra 
violettstrahlen weniger rasch zcvstért als in Gegenwart von Sauerstoft 
(z. B. Sucrase, Tyrosinase). 

2. Im Vakuum durch alle Lichtstrahlen zerstérbar, wenn auch weniget 
lebhaft als in Gegenwart von Sauerstoff (z. B. Katalase, Emulsin 

3. Gegen sichtbare Lichtstrahlen unempfindlich, durch Ultraviolett 
strahlen in Gegenwart oder Abwesenheit von Sauerstoff gleich intensiy 
angegriffen (z. B. Lab). 

Die Laccase gehért zur ersten Klasse und wird in Gegenwart von 
Sauerstoff intensiv angegriffen. 

Bei meinem Versuch wurde die Laccase in wasseriger Loésung 
bei fiinfstiindiger Bestrahlung durch kiinsthches Sonnenlicht in einer 
Entfernung von 30cm ivollig zerstért. Die in ein Réhrehen mit 
Luft eingeschlossenen und die mit einem Luftstrom behandelten Laccase- 
lésungen zeigten gleiche Resultate, aber die mit Wasserstoff von der Luft 
abgeschlossene Lésung wurde weniger rasch zerstért als in Gegenwart 
von Sauerstoff. In getrocknetem Zustand ist die Laccase widerstands- 
fahiger, schlieBlich wird sie aber doch zerstért. Diese Resultate stimmen 
mit der Mitteilung von H. Agulhon iiberein. 


Versuch 21. Versuch iiber den EinfluB der Bestrahlung der Rohlaccase in 
Lésung oder in Pulverform. 

Die Lésung wurde in einer Konzentration von 2 mg pro | ccm 
in Silicaglasprobierréhrchen (Heraeus), das Pulver in einer Schicht von 
Imm Dicke auf nicht bedeckte Petrischalen gelegt und bestrahlt. Als 
Lichtquelle diente eine Sonnenlampe von 2500 Kerzen (Shimazu Ges., 
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Kyoto) in einer Entfernung von 30cm. Diese Quecksilberlampe be 
steht aus einer Quarzbirne, ihr Leuchtkérper hat eine Lange von 12 cm 
{hre Lichtintensitat, mit dem Vogelschen Photometer gemessen, ent 
sprach !/,, des Lichtes eines klaren Mittags im Juni in Tottori. 

Wahrend der Bestrahlung wurde durch Ventilatoren die Luft- 
temperatur erniedrigt und das entstehende Ozon verjagt. 

Die Laccasel6sung wurde 1. mit wenig Luft unter Paraffin auf 
bewahrt, 2. mit gewaschener Luft (drei Blasen pro 2 Sekunden) behan- 
delt, 3. mit Wasserstoff von der Luft abgeschlossen und 4. als Kontrolle 
die Laccaselésung im Dunkeln kiihl aufbewahrt. 

Nach je einstiindiger Belichtung wurden 5ccm (= 10 mg) Laccase- 
lésung herauspipettiert und ihre P. Z. Lac. (20°C) mit Pyrogallollésung 
nach der erwihnten Methode gemessen. 

Als Resultate fand ich sowohl die Lésung als auch das Pulver durch 
das Licht betrachtlich zerstért und in Gegenwart von Sauerstoff die 
Laccaselésung noch rascher zerstért. Die Laccase mu im Dunkeln 
und im getrockneten Zustand kiihl aufbewahrt werden. 


Tabelle X XJ. 





P. Z. Lae. (20°C), bestrahlt wihrend 


Nr. Laccase 
1 Std. 2 Std 3 Std 4 Std 5 Std 
Pulver, 1mm dick .... 0,154 0139 0137 0,116 0,092 
2 Loésung, Luft iibergeleitet und 
mit Paraftin yverschlossen 0,069 0,033 0,020 Spur 0 
3 Losung, 3 Blasen pro 2 Sek. 
Luft durchgeleitet. . . . 0,071 90,033 »=0,019 Spur 0 
+ Losung, mit H, von Luft 
abgeschildssen . . 2... 0,081 0,050 0,046 0.025 0 
5 Lésung, im Dunkeln aut- 
OS 6a) de a: we Oe 0,153 0,153 0,153 0153 0,153 


Zusammenfassung. 


1. Ich habe die Laccase, die Oxydase des Japanlacks, untersucht 
und eine Bestimmungsmethode fiir ihre Wirksamkeit angegeben. Um 
den Vergleich der Wirksamkeit verschiedener Praparate zu erleichtern, 
fiihrte ich die ,,Purpurogallinzahl der Laccase [= P. Z. Lac. (20° C) 
und den ,,Laccasewert’ (= L. W.) ein. Die P. Z. Lac. (20° C) bedeutet 
die Purpurogallinausbeute in 20 Minuten mit Pyrogallol, Phosphat- 
puffer von py 6,0 und einem Luftstrom von einer Geschwindigkeit 
von 400 bis 450 cem pro Minute auf 1 mg des angewandten Praparats. 
Der L. W. ist die P. Z. Lac. (20° C) multipliziert mit der Milligrammzah! 
des Priparats, woraus man die relative Menge oder die Konzentration 


der in dem Praparat wirklich enthaltenen Enzymmengen erfahrt 
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2. Ich habe den EinfluB des Erwirmens auf die Laccase untersucht 


und gefunden, daB sie, wie im allgemeinen Enzyme, durch Erwarmen 
ihre Wirksamkeit vermindert, durch einstiindiges Erwairmen auf 75° C 
aber vollig zerstért wird. 


3. Ich habe gefunden, da durch Zugabe minimaler Mengen von 
H,O, die Wirksamkeit der Laccase vermindert, durch gréBere Mengen 
aber vollig zerstért wird. Die Laccase ist keine Peroxydase. 

Der in 40°,igem Alkohol lésliche Anteil der Rohlaccase, der so- 
genannte Peroxydaseanteil gemiB der Oxygenasetheorie von Bach 
und Chodat, vermindert seine Wirksamkeit durch Zugabe von mini- 
malen Mengen H,O, ebenfalls, weshalb der in 40°, igem Alkohol lésliche 
Anteil der Laccase auch keine Peroxydase darstellt. 


Bach und Chodat (13) teilten mit, daB die Peroxydase gegen Hitze 
widerstandsfahig sei, da} aber erwirmte Laccase wie die nicht erwirmte 
durch minimale Zugaben von H,O, ihre Wirksamkeit vermindere: auch 
deshalb ist die Laccase keine Peroxydase. 


4. Die Laccasewirksamkeit wird verhindert bei Zugabe so kleiner 
Mengen von HCN wie 0,1 mg im Liter: Rohlaccase wird durch 12 mg 
HCN im Liter, in 40°, igem Alkohol lésliche Laccase durch 4 mg HCN 
im Liter zerstért. Fleury hat angegeben, dab die Laccase nach Ver- 
jagen der HCN durch einen Luftstrom wieder véllig regeneriert wird. 
Nach meinen Versuchen wird die Wirkung nur unvollstaindig regeneriert, 
der Grad ist nach Menge und Einwirkungsdauer verschieden. Wird 
mehr als 0,6 mg HCN in 6cem zugegeben und tiber 2 Tage auf Laccase 
wirken gelassen, so lassen sich 10°,, der Wirksamkeit regenerieren: 
05mg HCN wahrend 3! Stunden zur Einwirkung gebracht, ergibt 
eine Regenegation von 32° 


5. Die Laccase des Japanlacks ist nicht als eine Peroxydase 
anzusprechen wegen ihres Verhaltens gegeniiber H,O, und HCN. 
Im Gegensatz zu den Oxydasen, welche HCN intensiv hemmt, ist 
letzteres auf Peroxydase ohne Wirkung. Der in 40°,igem Alkohol 
lésliche Anteil der Laccase wird ebenfalls durch H,O, und HCN beein- 
fluBt, weshalb die Angabe von Bach und Chodat, nach welcher die Oxy- 
dase nicht ein Enzym, sondern ein Gemenge von Oxygenase und Per- 
oxydase ist, fiir die Laccase des Japanlacks nicht anwendbar ist. Die 
Laccase ist ein gutes Beispiel einer direkten Oxydase, sie ist ein Enzym, 
das Polyphenole mit Hilfe von molekularem Sauerstoff oxydiert. 


6. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Laccase ist bei niedriger 
Temperatur gering, bei zunehmender Temperatur bis 40°C ziemlich 
gro} und oberhalb 40°C sehr gering: die optimale Temperatur liegt 
bei etwa 40°C, 
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7. Ich habe den EinfluB der Reaktion des Mediums untersucht. 
Das optimale py ist 6,0, Zunahme oder Verminderung der py-Werte 
wirkend hemmend, und bei py 4,0 oder 8,0 ist die Laccase kaum 
wirksam. Die Natur des Puffers ist ebenfalls von Einflu8, Phosphat 
puffer ist am giinstigsten. 

8. Ich habe die Beziehung zwischen der Laccasewirksamkeit 
und der Pyrogallolmenge untersucht. Die Wirkung wird durch die 
Pyrogallolmenge wenig beeinfluBt und die Differenz ist so klein, dal 
sie die Purpurogallinausbeute bei der Laccasebestimmung nicht be- 
einfluBt, wenn sie bei groBem UberschuB8 von Pyrogallol gemessen wird 

9. Die Menge des Oxydationsproduktes hingt vom Sauerstoff- 
gehalt der Luft ab, mehr bei hohem Prozentgehalt und weniger bei 
niedrigem, aber nicht proportional, der Effekt des Sauerstoffs ist 
groBer bei niedrigem Prozentgehalt an Sauerstoff. 21°, Sauerstoff 
wirkt wie Luft und hat keinen gréBeren EinfluB auf die Purpurogallin 





ausbeute, selbst wenn es um einige Prozente differiert. Kohlen- 
monoxyd zeigt keine Einwirkung. Von Kohlensiéure wird die Laccase 
wirkung beeinfluBt, bei der Oxydation des Pyrogallols wird CO, 
abgespalten und dadurch nach dem Massenwirkungsgesetz die Reaktions- 
geschwindigkeit beeinfluBt. 

10. Zugabe von NaCl vermindert die Laccasewirkung und_ ihr 
optimales py wird nach der alkalischen Seite verschoben. Das optimale 
pu ist 7,5 bei 3ccem einer 1°,igen Lésung von NaCl in 26 cem. 

11. Manganchloriir, Mangansulfat und Manganhypophosphit hatten 
keinen EinfluB auf die Wirkung der Laccase. Mangansalze allein zeigten 
bei pr 6,0 keine Oxydationswirkung auf Pyrogallol. Also ist die 
Angabe, nach welcher die Oxydationswirkung der Laccase auf ihren 
Mangangehalt zuriickgefiihrt wird, nicht richtig, und die Angabe von 
Bertrand, welcher Mangansalz als ein Coenzym der Laccase betrachtet, 
soll noch weiter untersucht werden. 

12. Citrat wirkt schwach hemmend, aber Acetat, Oxalat, Succinat 
und Salicylat iibten keinen bedeutenden EinfluB aus. Von den Kationen 
zeigen Na und K verschiedene, aber nicht bedeutende Einfliisse. 

13. Laccase wird durch Licht in Lésung viel schneller als in 
Pulverform zerstért. 

14. Aus den obenerwahnten Versuchen habe ich die Natur der 
Laccase des Japanlacks erklart, sie ist verschieden von der Laccase 
des Tonkinlacks, welchen Bertrand und Fleury untersuchten. 


Die Laccase ist nicht ein Gemenge von Oxygenase und Peroxydase, 
wie von Bach und Chodat angegeben, auch ist sie keine Peroxydase 
selbst, sondern eine mit Hilfe von molekularem Sauerstoff die Poly- 
phenole oxydierende Phenolase, sie ist eine direkte Oxydase. 
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Ein Teil dieser Arbeit ist im staatlichen chemischen Laboratorium 
zu Miinchen unter der freundlichen Leitung von Herrn Geheimrat Prof. 
Dr. FR. Willstdtter in den Jahren 1923 bis 1925 ausgefiihrt worden Ich 
bringe Herrn Geheimrat Prof. Dr. FR. Willstdtter an dieser Stelle meinen 
verbindlichsten Dank zum Ausdruck. 
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Eine neue und schnelle Methode zur Bestimmung der Harnsiiure. 


Von 
Omer Schewket. 
[Aus dem chemischen Institut der Universitat Istanbul (Tiirkei). | 


(Eingegangen am 27. Mai 1930.) 


Die bekannten Methoden zur Harnsaurebestimmung sind um- 
stindlich und zeitraubend. Nach Ludwig-Salkowski wird die Harn- 
siure aus verdiinnter L6sung durch ammoniakalische Silbernitratlésung 
bei Anwesenheit von Magnesiumsalzen als harnsaures Silbermagnesia 
gefallt. Das Doppelsalz wird mit Schwefelwasserstoff unter Bildung 
von Schwefelsilber zerlegt. Die sich lésende Harnsaure wird in det 
durch Kochen konzentrierten Fliissigkeit durch Salzsiure abgeschieden 
und nach Kjeldahl bestimmt. Fir die Ausfiihrung dieser Methode 
sind 2 bis 3 Tage notwendig. Hierbei kommt noch eine Schwierigkeit 
in Frage, und zwar die im Harn befindlichen Purinbasen. 

Wenn man mit ein und derselben Harnsaurelésung alle bekannten 
Methoden durchfiikrt, so bekommt man immer verschiedene und von 
einander sehr abweichende Resultate. Zur genauen Bestimmung von 
Harnsaure in kurzer Zeit und, um alle Schwierigkeiten zu beseitigen, 
habe ich die Salkowskische Methode wie folgt umgearbeitet. 

Mit dieser neuen Methode kann man in 25 Minuten die Bestimmung 
ausfiihren. 

Prinzip. Der Harn wird mit Magnesiamixtur versetzt, der ent- 
standene Niederschlag abfiltriert und das Filtrat mit ammoniakalische1 
Silbernitratl6sung behandelt. Nach gutem Auswaschen wird dem Nieder 
schlag 2° ige Schwefelsiure zugefiigt, welche die Purinbasen auflést 
Alsdann wird der Niederschlag mit 1/,,n Permanganatlésung titriert 

Ausfiihrung. Man mischt 100 ccm Harn in einem Mefzylinder mit 
20 ccm Magnesiamixtur. Man 1JaBt die Mischung 5 Minuten lang 
stehen und filtriert dann 60cem ab (= 50cem Harn) und setzt 
10 ccm ammoniakalische Silbernitratlésung zu. Diese Lésung laBt man 
10 Minuten lang ruhig stehen. Der entstandene Niederschlag wird ab- 
filtriert und mit schwach ammoniakalischem Wasser ausgewaschen 


Es wird dann 20 ccm 2°. ige Schwefelséure tropfenweise zugefiigt und 
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filtriert. Das Filtrat wird in einem sauberen Erlenmeyerkolben auf- 
genommen. Es enthalt Purinbasen, welche mit !/,.n Permanganat 
lésung titriert werden kénnen. 

Um diese Filtration schneller ausfiihren zu kénnen, saugt man 
am besten mit einem Biichnerschen Filtriertrichter und einer Wasser- 
strahlpumpe ab. Den auf dem Filter bleibenden Riickstand spritzt 
man sorgfaltig vom Filter in ein Becherglas zuriick. Fester anhaftende 
Teile kénnen vorsichtig mit einem Glasstab gelockert und abgespritzt 
werden. Der Niederschlag samt dem zu seiner Abspritzung bendétigten 
Wasser wird nun mit 5ccm Schwefelséiure versetzt und auf dem 
Drahtnetz bis zum beginnenden Sieden erhitzt. Hierauf wird rasch 
mit 1/,,n Permanganatlésung titriert. 

Berechnung. 1 cem */,,n Permanganatlésung ist 0,003 75 g 
Harnsdure. Hat man z. B. 8,4ccm Permanganatliésung verwendet, so 
multipliziert man erst mit diesem Faktor, dann mit 20, und dies ergibt 
die Harnsiuremenge, welche in einem Liter Harn enthalten ist. 

Zweite Methode. Prinzip. Man setzt dem Harn ein gleiches Volumen 
Mercuriacetatlésung zu und filtriert. Der entstandene Niederschlag wird 
einmal mit wenig destilliertem Wasser ausgewaschen, nachdem er zuvor 
mit verdiinnter Schwefelséurelésung und dann mit Natronlauge be- 
handelt wurde. Dieser Niederschlag wird bei Gegenwart von _ kon- 
zentrierter Schwefelsdiure mit */,,n Permanganatlésung titriert. 

Ausfiihrung. In ein Becherglas bringt man 25 bis 50 ccm Harn 
und setzt 50cem Mercuriacetatlédsung (Mercuriacetat 5g, Natrium- 
acetat 75 g, Wasser 100 ccm) hinzu. Nachdem die Mischung 5 Minuten 
gestanden hat, bildet sich ein Niederschlag, der erst mit 10° iger 
Schwefelsiure und dann mit 5°,iger Natronlauge behandelt wird 
Man wischt einmal mit wenig destilliertem Wasser und spritzt ihn 
sorgfaltig vom Filter in ein Becherglas ab. Fester anhaftende Teile 
kénnen vorsichtig mit einem Glasstab gelockert und dann ab 
gespritzt werden. Wenn das zur Verwendung gekommene Wasse! 
mehr als 20 cem betragt, dekantiert man den gréfBten Teil des Wassers 
in ein Becherglas und setzt 10 cem konzentrierte Schwefelsiure hinzu 
Nachdem der Niederschlag gelést ist, fiigt man die im anderen Becher 
glas befindlichen wasserigen Teile hinzu. Man titriert diese Lésung 
bei 20° mit 1/,,n Permanganatlésung. Oder aber, man schiittet den 
mit verdiinnter Schwefelséiure, 5°,iger Natronlauge und 100 ccm 
destilliertem Wasser behandelten Niederschlag in einen Erlenmeyer 
kolben und fiigt 5cem 1°, ige Natriumsulfidlésung hinzu. Man erhitzt 
alsdann bis zum Kochen, fiigt 10 cem verdiinnte Schwefelséure hinzu 
und 1a4Bt nochmals 5 Minuten kochen, worauf abfiltriert wird. Man 
wascht den Riickstand und unter Zusatz von 10 ccm konzentriertet 


Schwefelsaure wird soweit erhitzt, bis sich kein H,S mehr entwickelt, 
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was mit einem in Bleiacetatlésung angefeuchtetem Filterpapier fest- 
gestellt wird. Man laBt hierauf bis auf 20° erkalten und titriert die 
Lésung mit !),,n Permanganatlésung. 

Bemerkung. Mercuriacetat gibt mit Harnsaure einen gelblich- 
weiben Niederschlag, der in verdiinnter Schwefelsiure und Natronlauge 
nicht léslich ist. AuBerdem geben Harnsaéure und die im Harn befind- 
lichen Phosphate, Carbonate und Aminosauren auch mit Mercuriacetat 
einen Niederschlag. Der reichliche Niederschlag ist auf die Behandlung 
mit verdiinnter Schwefelsiure nach dem Auswaschen zuriickzufiihren. 
Es ist bekannt, da Mercuriphosphate, Carbonate, Aminoséuren und 
die Purinbasen léslich sind. Bei Zusatz von verdiinnter Natronlauge 
werden die Gallenfarbstoffe und Albumin-Mercuriverbindungen gelést. 
Der darauf auf dem Filter verbleibende Riickstand, der nur aus Mercuri- 
urat besteht, wird bei Gegenwart von konzentrierter Schwefelsaure 
mit '/,,n Permanganat titriert. Diese zweite Methode ist sicherer und 
gibt genauere Resultate als die erste Methode. 

Es ist bekannt, da die Aminosiuren bei Gegenwart von Alkali- 
carbonaten mit Mercuriacetat gefallt werden kénnen!. Man kontrolliert 
die beiden neuen Methoden durch Vergleiche nach der beigefiigten 
Tabelle mit den bekannten und alten Methoden. 

Kritik. Jene Methoden geben genauere Werte und sind rascher 
auszufiihren als die von Ludwig-Salkowski. 





Erste und 


- ie bek: nm Methoder 
zweite Methode Die bekannten Methoden 





Mit Ma- . Nach 
—— amebeh- Lede ig- Kriiger- Folin _ hol - 
nitratlésung lésung — me Shaffer Lisung 
0,10°.ige Harn- 
siurelisung . 0,989 1,002 0.895 0.785 0,957 0,753 
a. 0,502 0,520 0,489 0.383 0,510 0,338 
a eee 0,538 0,554 0,499 0,481 0.540 0,475 
Be ata 475% 0,518 0,563 0.500 0,465 0.505 0.470 
Be ie 0,599 0,612 0.535 0,398 0,589 0,485 
i sae ts tae 0,612 0.638 0.581 0,502 0.599 0,490 


Der Harn darf nicht iiber etwa 0,10°,, EiweiB enthalten, da sonst 
die Methode zu hohe Werte liefert. In allen Fallen von héherem 
EiweiBgehalt muB vorher das EiweiB entfernt werden. 

Selbstverstindlich darf der Harn keine Uratsedimente enthalten, 
sind diese jedoch vorhanden, so werden sie durch Erhitzen gelést und 
man arbeitet dann in heiber Lésung. 


! CO, Neuberg und J. Kerb, diese Zeitschrift 40, 498, 1912. 
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Eine neue Methode in der Alkalimetrie. 
Von 
Omer Schewket. 
fAus dem chemischen Institut der Universitat Istanbul (Tiirke1). | 


(Eingegangen am 27. Mai 1930.) 


Die Methoden zur Bestimmung der Atzalkalien bei Anwesenheit 
von Alkalicarbonaten, Ammoniak und anderen Alkalien sind sehr 
umstandlich, da nach diesen Methoden die Atzalkalien zuerst durch 
Destillation vom Ammoniak getrennt werden oder in derselben Lésung 
bei Gegenwart von Carbonaten vor und nach Zusatz von Baryum- 
chlorid zwei Titrationen vorgenommen werden miissen. 

Nach folgender Methode kénnen die Atzalkalien bei Anwesenheit 
von alkalischen Carbonaten, sogar bei Anwesenheit von Ammoniak, 
nur durch eine einzige Titration bestimmt werden. Nach derselben 
Methode kénnen die Jodide bei Anwesenheit von Bromiden und Chloriden 
titriert werden; auch ist es méglich, die Mercurisalze leicht und schnell 
zu bestimmen. 

Die Grundlage der neuen Methode besteht darin, dal der Nieder- 
schlag, den das Nessler-Dobenische Reagens mit Ammoniak gibt, von 
der Menge des darin enthaltenen Jodkalis abhingt. Ist im Reagens, 
das bekanntlich aus Sublimat, Jodkali und Natronlauge besteht, keine 
geniigende Menge Jodkali vorhanden, so entsteht mit Ammoniak iiber- 
haupt kein Niederschlag, ist dagegen Jodkali im UberschuB vorhanden, 
so lést sich der zuerst entstehende Niederschlag in ihm auf. 

Diese Grundlage kann wie folgt in einigen Titrationen zur An- 
wendung gebracht werden: 


1. Bestimmung der Atzalkalien bei Anwesenheit von alkalischen Carbonaten 
und Ammoniak, 
Fur die Titration sind folgende Lésungen herzustellen: 
1. n/10 Natronlauge. 
2. Eine Jodkali-Sublimatlésung, bestehend aus: 
68 g Jodkalium, 


or 7 


27.71 g Sublimat, 


4.0 g@ Ammoniumehlorid (wird mit destilliertem 
Wasser auf 1000 cem gebracht) 
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Titerbestimmung der Jodkali-Sublimatlésung. 


Es werden aus dieser Lésung mit einer Pipette 10 ccm entnommen 
und in ein Becherglas von 100 ccm Inhalt gebracht und mit 25 cem 
destilliertem Wasser verdiinnt. Dann wird dieser Lésung durch eine 
Biirette solange n/10 Natronlauge zugefiigt, bis eine bestandige gelh« 
Farbung entsteht. Wenn diese Farbe z. B. nach Zusatz von 10,3 cem 
n/10 Natronlauge entstanden ist, wird je 10 ccm der Lésung 0,3, d.h 





dem Liter 30 ccm Wasser zugefiigt. N 
M 
Ausfiihrung der Bestimmung. ti 
, . pi st 
In ein Becherglas von 100 ccm Inhalt bringt man 10 ccm titrierte B 
-ao . om ~ y . a ° » 
Jodkali-Sublimatlésung und 25cem Wasser. Diese Lésung wird solange u 
mit n/10 Natronlauge versetzt, bis eine bestandige gelbe Farbung ent 
steht. Dieses Becherglas wird auf weiBes Papier gestellt und aufbewahrt 
( 
(Probeversuch). 
€ 
Nun bereitet man von der zu untersuchenden Substanz eine 0,5 ° ,ige - 
Lésung. Man bringt wiederum 10 ccm von der titrierten Jodkali- N 
Sublimatlésung und 25 cem Wasser in ein Becherglas und setzt von der Be 
» 
0,5°,igen Lésung der zu untersuchenden Substanz mit einer Biirette ‘a 
solange hinzu, bis dieselbe Farbennuance des Probeversuchs entsteht 
10cem der titrierten Jodkali-Sublimatlésung entspricht : 
0,040 g NaOH, di 
0,056 g KOH, M 
0,074 g Ca(OH)., tit 
0.017137 2 Ba(OH),. Qt 
2. Bestimmung von Jodiden bei Anwesenheit von Chloriden und Bromiden, - 
Da die Chloride und Bromide bei Anwesenheit von NaOH und en 
Ammoniumsalzen mit Sublimat tiberhaupt keine Reaktion geben, en 


kénnen die Jodide bei Anwesenheit von Chloriden und Bromiden nach 
dieser Methode bestimmt werden. Hierzu benétigt man eine Sublimat- 
lésung, die aus = 
4,59 g Sublimat 
2 g Ammoniumchlorid (wird mit destilliertem 
Wasser auf 1000 cem gebracht) 


besteht. Diese Lésung ist genau gegen n/10 Jodkalilésung. 


Ausfiihrung der Titration. 


Man bereitet eine 1,5 °,ige Lésung der zu untersuchenden Substanz 


Man bringt von dieser Lésung 10 ccm in ein Becherglas, dann 10 cem 
n/10 Natronlauge und fiigt durch eine Biirette von der Sublimatlésung 
solange tropfenweise hinzu, bis eine bestandige gelbe Farbung entsteht 











ine 
lbe 
cm 


wh 


den, 
und 
en, 
ach 
nat - 


tem 


AILZ 


ccm 


ung 
eht 








).)7 


Eine neue Methode in der Alkalimetrie. 32 i 


1 cem der verbrauchten Lésung entspricht: 


0,0166 g Kaliumjodid, 
0,0150 g Natriumjodid, 
0,0144 g Ammoniumjodid. 


3. Eine schnelle Bestimmung von He in Merkurisalzen. 


l0cem einer 1,5°.igen Lésung von Jodkali und l0cem n 10 
Natronlauge werden in ein Becherglas von 100ccm Inhalt gebracht 
Man setzt dieser Lésung durch eine Biirette tropfenweise solange eine 
titrierte Sublimatlésung zu, bis eine bestandige gelbe Farbung ent- 
steht. Dieser Blindversuch dient spater als Vergleichslésung. Dieses 
Becherglas wird auf ein weibes Papier gestellt und die verbrauchte 
Menge der titrierten Sublimatlésung notiert. 

Jetzt bringt man wiederum 10 ccm 1,5°,ige Jodkalilésung und 
10 ccm n/10 Natronlauge in ein anderes Becherglas. Gleichzeitig 
bereitet man von dem zu untersuchenden Mercurisalz, unter Zusatz 
von 0,2g (pro 100cem) Ammoniumchlorid, eine 0,5°,ige Lésung. 
Nun laBt man von dieser Lésung durch eine Biirette in das zweite 
Becherglas soviel zuflieBen, bis dieselbe Farbennuance des blinden Ver- 
suchs entsteht. 

Berechnung. 

Sind die Farbennuancen der beiden Versuche gleich, so entspricht 
die im zweiten Versuch verbrauchte Menge der zu untersuchenden 
Mercurisalzlésung der im ersten Versuch verbrauchten Menge det 
titrierten Sublimatlésung. Verbraucht man z. B. fiir den blinden Versuch 
9,0 cem der titrierten Sublimatlésung, so entspricht dieses 9 . 0.00459 

0.04131 g Sublimat und 9,0 . 0.00339 — 0.03051 ¢ Hg. Hat man 
im zweiten Versuch z. B. 9,3cem Mercurisalzlésung verbraucht, so 
entspricht dieses also wiederum 0,03051 g Hg, oder diese Salzlésung 
enthalt : 

0,030 51. 100 


93 


0,328 ¢ Hg 


und 
0,041 31. 100 


9.3 


0.4442 ¢ Sublimat 





Uber eine neue Methode zum Nachweis von (, H, 8, 


in organischen Verbindungen. 


Von 
Omer Schewket. 
[Aus dem chemischen Institut der Universitat Istanbul (Tiirkei). ] 


(Eingegangen am 27. Mai 1930.) 


1. Kohlenstoff. 

Es ist eine bekannte Tatsache, daB die organischen Substanzen, 
falls sie zum Gliihen gebracht werden, sich unter Abscheidung von einem 
schwarzen Rub (Kohle) zersetzen. Es gibt aber einige Ausnahmen. 
Z. B. bilden die Formiate, Acetate, Oxalate und Cyanide eine Gruppe, 
die beim Gliihen nicht verkohlt. Diese Verbindungen hinterlassen 
dagegen einen weiben Riickstand und miissen, falls das Vor- 
handensein des Kohlenstoffs nachgewiesen’ werden mu, in einem 
Reagenzglas mit CuO gegliiht werden. Hierbei verbrennt der Kohlen- 
stoff zu CO,, welches beim Einleiten in Kalkwasser an der Triibung 
erkannt wird. 

Man kann aber den Nachweis von Kohlenstoff in diesen Ver- 
bindungen nach folgender Methode noch leichter und einfacher aus- 
fiihren. Diese Methode besteht namlich darin, daB diese Verbindungen 
beim Vergliihen mit Natriumsulfit oder Natriumthiosulfat genau wie 
die anderen organischen Substanzen verkohlen. 

Die Reaktionen verlaufen nach folgenden Gleichungen: 

l. 4HCOONa + 2Na,SO, — H,S + C+ 3Na,CO, + Na,SO,+ H,0. 
2. (COO),Na, + Na, SO, —> C Na,SO, Na,CO,. 
3. 2KCN + Na,S,0, > 2C + Na,SO, + K,S + N,. 


4. 6CH,COONa + 4Na,SO,—> 3H,S + 6Na,CO, + 6C + Na,S + 6H,0. 


Wenn der schwarze Riickstand mit Salzsiure versetzt wird, 
entwickelt sich CO, und durch Hinzufiigen von Bariumchlorid 
erhalt man einen weiBen Niederschlag. Diese Gasentwicklung und 
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der weiBe Niederschlag erweisen die Anwesenheit von Na,CO, und 
Na, 5 QO,. 

Der beim Ansauren entstehende charakteristische Geruch zeigt 
die Anwesenheit von Na,S an 


2. Wasserstoff. 


Es gibt in der Literatur eigentlich keine besondere Methode 
zum Nachweis von Wasserstoff in organischen Verbindungen. Det 
beim Vergliihen der vollkommen wasserfreien Substanz mit CuO 
entstandene Wasserstoff wird nur zu Wasser verbrannt, das _ sich 
an kialteren Teilen des Verbrennungsrohres als Wassertropfen 


kondensiert. 


Bei diesem Verfahren miissen die Substanzen zuerst von ihrer 
Feuchtigkeit, Kristallwasser usw. befreit werden, was eine zeit 
raubende und umstandliche Arbeit bedeutet. Der Wasserstoff kann 
aber nach folgender Methode recht schnell und bequem nach 
gewiesen werden: 

Die organische Substanz wird in einem sauberen Reagenzglas mit 
Natriumsulfit oder Na-Thiosulfat erhitzt. Falls Wasserstoff vorhanden, 
entsteht sofort der charakteristische Geruch von H,S, welchen man mit 
Bleiacetatlésung oder ammoniakalischer Nitroprussidnatrium-Lésung 
nachweisen kann. 


Es ist schon iange bekannt, das die organischen Substanzen 


beim Verglithen mit Schwefel H,S entwickeln. Merz Weith faad 
im Jahre 1869, daB beim Erhitzen einer organischen Substanz 
mit Schwefel H,S_ entsteht. Aber bei héheren Temperaturen 


geben die Feuchtigkeit der Substanz oder das Kristallwasser dieselbe 
Reaktion. 

Wenn man aber an Stelle von Schwefel, wie oben erwahnt, Natrium- 
sulfit oder -thiosulfat verwendet, entsteht der Schwefelwasserstoff 
nur dann, wenn die Substanz tatsachlich Wasserstoff enthalt Mit 
Feuchtigkeit und Kristallwasser entsteht tiberhaupt kein Schwefel- 
wasserstoff. 

3. Schwefel. 

Es ist bekannt, da organische Substanzen, die Schwefel ent- 
halten, beim Erhitzen H,S entwickeln. Es gibt jedoch  solche 
schwefelhaltige organische Substanzen, die beim Gliihen einfach 
sublimieren oder SO, entwickeln und in andere fliichtige Schwefel 
verbindungen tibergehen. Daher kann man nicht alle schwefelhaltigen 


organischen Verbindungen am H, S-Geruch erkennen 
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Nach folgender einfachen Methode ist es méglich, in allen schwefel 
haltigen organischen Verbindungen den Schwefel nachzuweisen. Hierz 
braucht man nur die zu untersuchende Substanz mit einer wasserstoff 
reichen Substanz zusammen in einem Reagenzglas zu erhitzen. Hierb« 
entsteht auf jeden Fall H,S 


Wenn man z. B. Trional allein erhitzt, entsteht kein Schwefel 


wasserstoff; erhitzt man es dagegen mit Glykose oder Starke, tritt 


sofort H,S- Entwicklung ein. Wenn der entstandene Schwefelwasse: 
stoff mit der Nase nicht wahrgenommen werden kann, so kann derselby 
unbedingt mit einer ammoniakalischen Lésung von Nitroprussid 


natrium nachgewiesen werden. 
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Zur Frage der Oxalsiure- 
ausscheidung bei pathologischen Zustinden. 


Von 
(ierschon Garry und Moses Puffeles. 


Aus der chirurgischen Abteilung des Schaare Zedek-Hospitals und dem 


Staats-Laboratorium, Jerusalem.) 


(Eingegangen am 28. Mai 1930.) 


Die Oxalsiurewerte bei pathologischen Zustanden wurden wenig 
untersucht. 


Die Behauptungen tiber das Ansteigen der Oxalsiure bei Diabetes, 
Gicht und Fettsucht wurden spater abgelehnt (Aisch, Mohr und Salomon, 
futenrieth und Barth). Die Oxalséiurewerte bei Ikterus wurden hoch ge 
funden (Fiirbringer, Mohr und Salomon, Salkowski, Smoler, Schulzen) 
Die vermehrte Oxalséureausscheidung bei diesen Patienten wird wieder 
normal, wenn das AbfluBhindernis, welc hes den Ikterus verursacht, behoben 
ist. Dieser Umstand machte manche Autoren glauben, dali die Leber mit 
der Galle die Oxalséiure ausscheidet. Wie wir spiater ausfiihren werden, 
scheint der klinische Befund gegen diese Annahme zu sprechen. Hohe 
Oxalsiurewerte wurden auch bei Typhus (Liithje, Autenrieth und Barth), 
in Fallen von Enteritis (Rosenberg), fortgeschrittenen Lungentuberkulosen 
Autenrieth und Barth), Erysipel und Sepsis (A. Mayer) gefunden. Die 
Oxalsiuremenge bei Urolithiasis wurde nicht geniigend untersucht. Normale 
Werte wurden von Kuhne, Salkowski, Mohr und Salomon in einer geringen 
Anzahl untersuchter Falle gefunden. v. Noorden berichtet eine Ver 
mehrung bei einem Fall. In einer friiheren Arbeit (Garry und Druckmann) 
untersuchten wir Falle von Urolithiasis und fanden eine Vermehrung det 
Oxalsaure in 86°, der Urolithiasisfalle. Im Durchschnitt hatten die Kranken 
51mg pro Liter, wihrend die Gesunden (Kontrollharne) 18 mg pro Liter 
hatten. Wir fanden weiter, dai die Oxalsiurewerte héher waren, wenn det 
ProzeB im akuten Stadium sich befand, und geringer wurden nach dem 
Abklingen der akuten Symptome oder Entfernen der Steine. 

Unsere Untersuchungen in der jetzigen Arbeit (Tabelle 1) zeigen 
hohe Oxalsiurewerte bei Typhus und Paratyphus, in manchen Fallen 
von Myccarditis und Endocarditis und besonders bei Krankheiten des 
Harntraktes. Chronische Cystitis wie auch Cystitis infolge Prostat- 
hypertrophie zeigen in 54°, hohe Oxalsiurewerte. Im allgemeinen 
sahen wir hohe Oxalsaurewerte bei Erkrankungen, die nicht den Harn- 
trakt betrafen, wenn sie an Albuminurie litten. Unsere Untersuchungen 


bei Diabetes zeigen normale Ausscheidungswerie in zwei Fallen und 
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vermehrte bei einem. In einem Falle von Ikterus bestand ein VerschluB 
des Choledochus durch Echinococcuszysten. Der Fall hatte 85 mg 
Oxalsiure pro Liter im Urin. Ein zweiter Fall von Ikterus, verursacht 
durch eine unbeabsichtigte Unterbindung des Choledochus, zeigte nur 
28 mg pro Liter. Im ersteren Falle war der Ikterus mit Zeichen von 
schwerer Infektion vergesellschaftet, wihrend es sich im zweiten Falle 
um einen aseptischen Ikterus handelte. Es ist daher sehr naheliegend, 
anzunehmen, da8 die hohen Oxalsiurewerte bei Ikterus nicht durch 
diesen, sondern durch die den Ikterus meist beglaitende Infektion 
hervorgerufen wurden. Es ware sonst unerklarlich, warum im Falle 
des aseptischen Ikterus die Oxalsiurewerte normal blieben. Dab die 
Infektion solche hohe Ausscheidungswerte hervorbringen kann, lehren 
unsere Untersuchungen bei verschiedenen Zustanden, bei denen 90°, 
der hohen Oxalsaiurewerte infektidse Faille betreffen. Wenn es richtig 
ist, daB die vermehrte Oxalsiuremenge bei Ikterus durch die Infektion 
verursacht ist, so darf nicht gefolgert werden, daB die Leber Oxalsiure 
ausscheidet. Colitis und Lungentuberkulose zeigten normale Oxal- 
siurewerte. Wie bei der Urolithiasis zeigten die anderen Erkrankungen 
einen Abfall der Oxalsiuremenge mit dem Abklingen der Entziindung. 
So hatten Typhusfalle niedrige Werte in der Rekonvaleszenz. Ein Fall 
von abszedierender Appendicitis zeigte einen Abfall von 96 mg im 
akuten Stadium auf 15 mg nach der Operation und Drainage. Ein 
Fall von rheumatischer Endocarditis zeigte einen Abfall von 42 mg 
im akuten Stadium auf 18 mg nach dem Aufhéren der akuten 
Symptome. 


Wenn wir in Betracht ziehen, daB ein grober Teil unserer Fille 
teils auf fliissige Didt, teils sogar auf Hungerdidt (postoperative Fille) 
gesetzt waren, so miissen wir annehmen, da die vermehrte Oxalsaure 
endogenen Ursprungs ist. Die Vermehrung der Oxalsiure wird wahr- 
scheinlich durch den gesteigerten Stoffwechsel infolge der Erkrankung 
verursacht. Der EinfluB des gesteigerten Stoffwechsels auf die Oxal- 
saurebildung wurde bisher nicht in Betracht gezogen. Wie die Tabelle II 


Tabelle 11. 





Bettruhe ingestrengte Tiatigkeit 
Patient Urin Oxalsiiure in mg Urin Oxalstiure in mg 
24 Std. _ - 24 Std 
ecem pro Tag pro Liter eem pro Tag pro Liter 
1* 1400 Dé 38 1440 118 82 
2 750 12 18 850 19 23 
3 1020 16 16 1520 76 50 
4 1000 14 14 950) 21 22 


Die hohen Oxalsdéurewerte in diesem Falle haben nie Beschwerden verursacht 
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zeigt, konnten wir nachweisen, da®B die Bildung der Oxalsaure auch 
im physiologischen Zustande bei gesteigertem Stoffwechsel ansteigt. 
Unser Experiment wurde bei vier gesunden Individuen so durchgefiihrt, 
daB bei gleichbleibender Qualitét und Quantitat der Nahrung die 
Oxalsaiureausscheidung bei absoluter Bettruhe und angestrengter 
Tatigkeit gemessen wurde. 

Bei 90°, der Faille, die hohe Oxalsiurewerte zeigten, war die 
Krankheit infektiédser Natur. Es wurde erwiesen, dai bestimmte 
Bakterien Oxalsaure bilden kénnen (Piccinnini und Lombardi, Cipollina, 
de Sandro u.a.). Es wiirde gewagt sein anzunehmen, daB die hohen 
Oxalsaiurewerte unserer Fille das Resultat solcher Oxalsaurebildner sind, 
weil man nicht glauben kann, daB die verschiedenen Mikroben, welche 
fiir unsere Falle verantwortlich sind, alle oxalsiurebildende Eigen- 
schaften besitzen. Es ist vielmehr wahrscheinlich, daB bei Infektionen 
die Erreger einen nicht spezifischen EinfluB auf den Stoffwechsel 
austiben. 

Manche Autoren erklaren die hohen Oxalsaiurewerte in pathologi- 
schen Fallen durch eine Dysfunktion der Niere. Ein Punkt, der diese 
Ansicht scheinbar stiitzt, ist unser Finden von relativ hohen Oxalsaure- 
werten bei Erkrankungen des Harntraktes. Der Umstand aber, dab 
hohe Oxalsiurewerte auch bei Erkrankungen der Harnblase zu 
finden sind, zwingt uns anzunehmen, daB die Niere nicht die einzige 
Quelle fiir ihre Bildung ist, sondern daB auch ein Teil durch die 
Blasenschleimhaut ausgeschieden wird, eine Ansicht, die C. Schmidt 
und Meckel vertreten hatten. Diese Annahme ist aber unhaltbar, 
wenn wir bedenken, daB wir bei Steigerung des Stoffwechsels 
bei normalen Individuen eine Vermehrung der Oxalsiure hervorrufen 
konnten. 


Worin besteht die Bedeutung der hohen Oxalsiurewerte _ bei 
pathologischen Zustanden? Ein stindig hoher Oxalsdiurewert wird 
nicht immer ohne Schaden vertragen. Dies wurde bewiesen durch 
einen Fall von Umber, wo die standige Irritation der Nieren durch die 
Oxalsaurekristalle schwere klinische Symptome ausléste und zum Tode 
fiihrte. Auch in unserer Praxis begegneten wir Patienten mit unklaren 
Beschwerden, die hohe Oxalséiurewerte hatten und wo wir die Be- 
schwerden eventuell auf die Vermehrung der Oxalséure zuriickfiihren 
kénnen. Ein kurzer Auszug der Krankengeschichte drei solcher Faille 


sei hier mitgeteilt. 


Fall 1. Patient M. P., 45 Jahre alt, wurde mit Schmerzattacken im 
linken Abdomen und Lumbalgegend der Behandlung iiberwiesen. Di 
Schmerzen bestehen seit 3 Jahren, kommen alle 3 Monate und dauern 
1 Woche. Die Attacken sind von Temperaturanstieg bis 40° C und Dysuria 
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begleitet. Die physikalische Untersuchung zeigte keine Besonderheiten. 
Bei der Cystoskopie sieht man entziindliche Hyperimie des Trigonum, 
Die Harnuntersuchung zeigte Spuren von EiweiB, acht bis zehn Leucocyten 
im mikroskopischen Gesichtsfeld. Die Kultur des Urins ergab Proteus. 
In den Intervallen kein EiweiB, dagegen hohe Oxalsiurewerte (65 mg pro 
Liter). Die Réntgenuntersuchung ergab einen normalen Befund des Ver 
dauungstraktes, keine kalkdichten Konkremente im Harntrakt nachweisbar. 
Beide Nieren normal groB und an normaler Stelle. 

Fall 2. Patient M.Z., 40 Jahre alt, wurde am 4. Mai 1929 der Be- 
handlung iiberwiesen. Patient klagt seit 2 Monaten iiber Brennen beim 
Urinieren. Die physikalische Untersuchung zeigte keine pathologischen 
Veranderungen. Die Cystoskopie zeigte eine Injektion des Trigonum. 
Im Harn mehrere rote und weiBe Blutkérperchen und viele Oxalséure- 
kristalle. Kultur steril. Die chemische Untersuchung des Urins ergab 
65mg Oxalsiure pro Liter. Roéntgenbefund: keine kalkdichten Konkre 
mente im Harntrakt nachweisbar. 3 Monate spater verschwanden die 
Blasensymptome und Patient begann iiber Schmerzen in der rechten Nieren- 
gegend zu klagen. 

Fall 3. Patient L. Z., 35 Jahre alt. Kam am 2. Januar 1930 in die 
Behandlung mit standigen Schmerzen in der linken Lumbalregion. Die 
Schmerzen bestehen seit 3 Monaten. Keine Harnbeschwerden. Die physi 
kalische Untersuchung zeigt keine Besonderheiten. Urinbefund bis auf 
viele Oxalsiurekristalle im mikroskopischen Gesichtsfeld normal. Die 
hemische Untersuchung ergab 72 mg Oxalsiéure pro Liter. Bei der Réntgen- 
untersuchung des Harntraktes konnten keine Konkremente nachgewiesen 
werden. 


Die starke Oxalsiure-vermehrung in den oben erwihnten Fallen, 
wo keine andere Erklirung fiir die klinischen Symptome gegeben 
werden kann, kann kein Zufall sein. Klinische Beobachtungen, die in 
letzter Zeit ansteigen, machen die Oxalsdure fiir viele Beschwerden 
verantwortlich. Auch die Rolle der Oxalsiure bei Bildung von Steinen 
ist breit diskutiert worden. Die Oxalsdure ist das verbreitetste Salz 
bei Urolithiasis. _ Experimentelle Untersuchungen scheinen zu_ver- 
neinen, daB die hohen Oxalsiuremengen fiir die Steinbildung verant- 
wortlich sind (Keyser von der Mayo-Klinik). AuBer durch Oxamid 
(EKbstein) konnte man mit Oxalsdure und ihren anderen Derivaten 
Steine nicht hervorrufen. Wenn wir auf dem Standpunkt stehen, dal 
die Oxalsaure nicht die primaire Ursache der Konkrementbildung ist, 
miissen wir annehmen, da die Infektion, die gewéhnlich mit hohen 
Oxalsiurewerten verbunden ist, die Steinbildung bewirkt und da die 
Oxalsiure nur eine sekundire Rolle spielt. 
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Zur Normierung der Triibungswerte bei nephelometrischen 


Bestimmungen.' 
Von 
J. Avellar de Loureiro. 
(Aus dem Portugiesischen Institut fiir Krebsforschung in Lissabon.) 
(Eingegangen am 28. Mai 1930.) 


Mit 3 Abbildungen. 


Zwischen Kolorimetrie und Nephelometrie, als praktische Ver- 
fahren betrachtet, besteht ein prinzipieller Unterschied: Wahrend die 
Kolorimetrie die Lichtabsorption bei sehr verschiedenen Farben- 
nuancen verfolgt, vergleicht die Nephelometrie Helligkeiten, die bei den 
meisten analytisch interessierenden Fallen annahernd denselben Farbton 
besitzen. Eine Farbenintensitat kann folglich nur in bezug auf eine 
bekannte homogene Farbstofflésung zahlenmabig ausgedriickt werden. 
Deren absolute Definition kénnte man nur einigermaBen durch den 
Umweg der Spektralphotometrie erreichen. Dagegen ist die Triibungs- 
intensitat einer Lésung einer absoluten Definition leicht zuginglich. 
Wenn die Mehrzahl der Triibungen, die in der nephelometrischen 
Analysis Verwendung finden, dasselbe blaulich-weiBe Tyndallicht aus- 
senden, ist es méglich, alle auf ein und denselben Helligkeitsstandard 
zu beziehen. Mit anderen Worten: Es ist durchaus nicht: falsch, eine 
Calcium- mit einer Eiweib- oder Phosphattriibung zu vergleichen. Der 
Nuancenunterschied, der allerdings mehr durch die TeilchengréBe als 
durch die eigentliche Farbe des Niederschlags bestimmt ist, wird im 
allgemeinen keinen gréBeren Fehler bedingen. 

Es erscheint von grober praktischer Wichtigkeit, dab alle Trii- 
bungen auf einen allgemein reproduzierbaren Triibungswert bezogen 
werden kénnen. Dies erleichtert jede Messung, vor allem aber die, 
bei der eine bekannte Vergleichslésung nicht leicht zu beschaffen ist 
(z. B. EiweiBlésungen). Wir strebten also danach, einen solchen 


1 Ausfiihrlicher erscheint diese Arbeit in den Archiven des Portugiesi- 
schen Instituts fiir Krebsforschung. (Archivos do Instituto Portugués de 
Oncologia-Lisboa. ) 
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Standardwert zu schaffen, durch den jede Triibung durch eine absolute 
Zahl definiert werden konnte. 

Hierin liegt anscheinend eine wichtige Aufgabe fiir die Weiter- 
bildung der Nephelometrie. Das Theoretische und Technische wurde 
langst durch Aleinmann mit der Konstruktion seines Apparates 
meisterhaft gelést. Vorliegende Arbeit wurde mit dem KAleinmann- 
schen Nephelometer ausgefiihrt, dessen vortreffliche Optik und sinn- 
reiche, prazise mechanische Einrichtung uniibertroffen sind !. 

Wir wollen also die Frage des Triibungsstandards zuerst besprechen 
dann die Wahl der optimalen Triibungsintensitaten, und schlieBlich an 
Hand eines Beispiels den zahlenmaBigen Ausdruck der Bestimmungen 
als Funktion eines absoluten Triibungswertes. 


Der Triibungsstandard,. 


Als letztes Bezugssystem fiir nephelometrische Bestimmungen 
kann nur eine genau reproduzierbare Triibung herangezogen werden 
die von einer gleichartigen Zasammenwirkung gut abwagbarer Stofte 
ihren Ausgang nehmen mu. Ferner ist es nétig, iiber ein lange oder 
besser iiber ein unbegrenzt haltbares Triibungsmuster zu verfiigen. 

Beide Probleme sind schon von Bechhold und Hebler (1) mit Erfolg 
in Angriff genommen worden. Diese Autoren haben gezeigt, wie durch 
Mischen von verdiinnten Glycerinlésungen von Baryumehlorid und 
Hydroxylaminsulfat sehr getreu reproduzierbare Triibungen zu erhalten 
sind. (Abweichungsfehler 3,9°..) Diese Triibung, Standardtriibung 
genannt, verindert sich aber in wenigen Tagen. Haltbare Triibungen 
die bis 6 Monate unverandert erhalten bleiben, erzeugt man nach einer 
ziemlich komplizierten Vorschrift der Autoren als Glycerinisobuty! 
alkoholsol von Baryumsulfat. Da diese Triibung nicht reproduzierba: 
ist, wird sie durch Verdiinnen mit Glycerinisobutylalkohol bis zum 
bekannten Wert der Standardtriibung gebracht. Bechhold und Hebler 
haben also zum ersten Male einen haltbaren Triibungsstandard ge 
schaffen, dessen Intensitaét genau bekannt und beliebig reproduzierbai 
ist. Ein nicht geringer Nachteil liegt aber in der umstandlichen Zu 


bereitung und in dem fliissigen Zustand des Standards. Solch eine 


Lésung kann nicht ohne weiteres wochenlang in einem Nephelomete: 
glischen liegenbleiben. Aufnahme von Luftfeuchtigkeit und Ver 
dunstung des Alkohols wiirde sie bald verandern. 

Der Kleinmannsche feste Tiibungsstandard! ist in dieser Hinsicht 
viel praktischer. Kurz beschrieben (2) besteht er aus einem Glasrohi 
das innen mattiert ist und unten eine reflektierende Flache besitzt. Di 


1 Das Instrument wird von der Firma F. Schmidt & Haensch, Berl 
S 42, hergestellt. 
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Mattierung wird entweder durch Mattierung des Glases, durch eine 
Seidenpapierhiille oder durch gleichmabiges Bedecken der inneren 
Flache des Rohres mit einer Kollodiumsuspension eines indifferenten 
Pulvers, die nach dem Trocknen unverandert erhalten bleibt, her- 
gestellt. Je nachdem die Suspension schwicher 
oder konzentrierter ist, entsteht eine entsprechend 
abgestufte Mattierung. Der Bodenkérper besteht 


aus einer Glasscheibe, gegen die ein passend ge- 
fiirbtes Pulver durch eine einfache Metall vorrich- \\| 
tung gepreBt wird. Das von den Wanden zer- 

' ' ees ih 
streute Licht wird von dem farbigen Bodenkérper Tene — 
reflektiert und in die Optik des Apparats ge- ET 


schickt. Das Pulver wird am besten durch Mischen 
von Talkum mit etwas Indigokarmin oder allge- 
meiner durch Mischen von Farbpulvern hergestellt. li A 
So kann man eine blauliche Nuance erhalten, die 





ungefahr fiir alle gew6hnlichen Triibungen paBt. 





Kleine Nuancenunterschiede zwischen Standard 
und der zu messenden Triibung stéren die 
Ablesung kaum. Die geringe Unsicherheit, die 
dadurch bedingt ist, kann man durch Farbfilter, 
die hinter dem Okular eingeschaltet werden, aus- 
gleichen. 





Der Kleinmannsche Standard hat wiederum 
folgende Nachteile: Er 1laBt sich nicht ohne 
weiteres als Triibung bekannter absoluter Inten- 
sitat anwenden. Es ist unméglich, die Mattierung Abb. 1 
Triibungsstandare nacl 


des Réhrchens immer in genau derselben Weise 


Kleinmann 


zu wiederholen. 

Um den Standard verwenden zu kénnen, ist es ratsam, den Licht- 
abstand konstant zu halten. Als Norm kann man 75¢m zwischen 
den Fenstern und vorderem Pol der Gliihbirne feststellen. Das kann 
man entweder durch Einschrauben von Nephelometer und Lampe 
am Arbeitstisch oder besser durch Einfiihren der Lampe in einen 
schwarzen, mattierten Blechkasten, wie es im hiesigen Institut vor- 
genommen wurde. Das hat den Vorteil, die unsymmetrischen 
teflektionsbilder der Laboratoriumswande zu vermeiden und vor allem 
jedes stérende Licht wahrend der Messungen abzublenden! 

Wir haben also damit ein unverainderlich belichtetes Nephelo- 
meter. Wird nun der Aleinmannsche Triibungsstandard im Apparat 


1 Sehr zweckmabig ist auch die neue Beleuchtungsvorrichtung von 
Schmidt & Haensch. 
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gelassen, und zwar immer gegen den Makroeintauchkérper nach oben 
festgeschoben, wird er bei zweckmaBiger Eichung hervorragend gute 
Dienste leisten. 

Die Eichung ist etwas umstindlicher als die des Bechholdschen 
Standardsols, denn infolge der Unproportionalitaét zwischen Lichtstarke 
und Fensterhéhe im festen Triibungsstandard muB fiir jede Fenster- 
héhe des Standards der entsprechende nephelometrische Wert einer 
bekannten Standardtriibung gesucht werden. 

Als Standardtriibung haben wir die nach Kleinmann hergestellte 
Phosphorstrychninmolybdantriibung gewahlt (3). Sie wird von Klein- 
mann als eine der sich fiir die Nephelometrie am besten eignenden 
bezeichnet, was wir auch bestitigen kénnen. Der BaSO,-Standard- 
triibung haben wir sie vorgezogen, denn sie braucht nicht 24 Stunden 
zu reifen und ist mit vorraétigen Reagenzien sehr leicht herzustellen. 
Das ist von Wichtigkeit, denn bei einer solchen Eichung kommt es vor 
allem darauf an, den Mittelwert vieler Bestimmungen zu nehmen. 
Damit wird der Fehler, der mit der Bechholdschen Versuchsanordnung 
nicht kleiner sein kann als der wahrscheinliche Abweichungsfehler 
der Standardtriibung bei jeder einzelnen Herstellung, hier praktisch 
auf Null herabgesetzt. Dasselbe kénnte auch durch vielmalige Eichung 
des festen Standards mit der Bechholdschen Standardtriibung erreicht 
werden, wire aber wegen der schwierigeren Zubereitung derselben 
etwas unpraktischer. 

Die Technik der Phosphattriibung entspricht genau der von 
Kleinmann (3) gegebenen Vorschrift. Im vorliegenden Beispiel wurde 
noch mit dem Alteren Verfahren des salzsauren Strychninmolybdan- 
reagenses gearbeitet, doch ist es ratsam, nach dem geanderten neuen 
Vertahren (3) zu arbeiten. Zur Herstellung der Triibungen wurden 
2,5cem m/10000 und m/5000 KH,PO,-Lésungen bei einem End- 
volumen der getriibten Lésungen von 25 ccm verwendet. 

Das Phosphat wurde, wie schon angefiihrt, der Zuverlassigkeit und 
Einfachheit wegen gewahlt. Als Konzentrationen stellen wohl molare 
Lésungen die eindeutigste Bezugsform dar. Diese wurden als m/5000 
und m/10000 Phosphatlésungen (KH, PO,) angewandt, weil dieselben, 
wie unten gezeigt wird, dem optimalen Bereich der nephelometrischen 
Messungen entsprechen !. 

Ich méchte also als bedeutende Vereinfachung des nephelometrischen 
Verfahrens alle Messungen durch Vermittlung eines geeichten festen 
Triibungsstandards in Funktion einer bekannten Phosphorstrychnin- 


1 Die angegebenen Phosphatkonzentrationen entsprechen etwa 15 bis 
30 y (ly = 0,001 mg) P,O,; in dem untersuchten Endvolumen von 25 ccm. 
Von Kleinmann wurden fiir die neue Form der Phosphatbestimmung 20 
bis 40 y als optimal bezeichnet. 
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molybdansduretriibung bei bekannter Fensterhéhe ausdriicken. Die von 
mir vorgeschlagenen Triibungen werden mit Riicksicht auf die end- 
giltige Verdiinnung als m/50000 bzw. m/100000 Phosphattriibungen 
nach Kleinmann bezeichnet. 

Zur eigentlichen Eichung des festen Standards ist zu bemerken, 
daB derselbe zweckmaBig nur innerhalb Fensterhéhen von 40 bis 
15mm benutzt werden soll. 

Die Eichungskurve eines von Schmidt und Haensch gelieferten 
Tribungsstandards nach Kleinmann gab fiir die hier angefiihrten Ver- 
haltnisse das in Abb. 2 gezeigte Bild. 
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Abb. 2. 

Eichungskurve des Triibungsstandards 


Die Eichungskurve bei Anwendung der bisherigen Mikrovorrich- 
tung war etwas verschieden; da aber (nach einer persOnlichen Mit- 
teilung von KAleinmann) eine neue Form der Mikroeinrichtung aus- 
gearbeitet ist, nehmen wir Abstand, diese Kurven wiederzugeben. 


Wahl der optimalen Triibungsintensitat. 


Es ist selbstverstandlich, daB der geeichte Triibungsstandard nur 
fiir Triibungen eines bestimmten Bereichs verwendet werden kann. 
Das ist kein groBer Nachteil, denn im Gegensatz zur Kolorimetrie, die 
mit einer groBen Leiter von Farbenintensitaten arbeitet, kann die 
Nephelometrie nur bei bestimmten, verhaltnismaBig eng begrenzten 
Triibungsstarken ihr Bestes leisten. Der geeichte Standard, dessen 
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hellste und dunkelste Werte einen mehr als zehnfachen Unterschied 
aufweisen, entspricht ungefahr diesem Optimum. 

Die sich fiir die Nephelometrie eignenden Triibungen weisen in 
hohem Mabe folgende Eigenschaften auf. 

1. Konstanz der Teilchengré8e; meist folgen diese Triibungen in 
bestimmten Grenzen dem Gesetz umgekehrter Proportionalitat zwischen 
Schichthéhe und Konzentration bei gleicher Lichtaussendung. 

2. GroBer Abstand zwischen eben wahrnehmbarer Triibung und 
derjenigen Konzentration, bei der Flockung eintritt (die Flockungs- 
grenze ist meistens ziemlich scharf). 

3. Lange Dauer des Triibungsmaximums. 

Als Triibungsmaximum wird der Zustand starkster Lichtaussen- 
dung bezeichnet, bei dem der Niederschlag schon ganz ausgebildet ist. 
aber noch nicht zu flocken begonnen hat. Der Niederschlag bildet 
sich nicht augenblicklich. Die Triibung wachst zuerst. Dann kommt 
ein Zustand, wo die Triibung einen maximalen, kiirzer oder linger 
dauernden Wert erreicht. Mit der beginnenden Ausflockung nimmi 
die Zahl der Teilchen ab, und obwohl dieselben zugleich gréBer werden 
sinkt der Tyndalleffekt. Das Maximum, das ein Ausdruck der Suspen 
sionsstabilitat ist, dauert gewéhnlich um so linger, je verdiinnter 
die Lésung ist. Man wird also als allgemeine Regel hoch verdiinnte 
Lésungen tiir die Nephelometrie vorzuziehen. Die Verdiinnung dart 
aber andererseits nicht so weit gehen, daB ein zu schwacher Tyndall 
effekt keine genaue Messung mehr gestattet. 

Bei den geeigneten Triibungen wird sich das giinstigste Verhaltnis 
der entgegengesetzten Forderungen, Lichtstirke und Stabilitat, meist 
in einem Bereich befinden, der den Phosphattriibungen von m/50000 
bis m/100000 Gehalt entspricht. Hat man die Wahl, so verdiinne 
man die Stammldésungen, die nephelometrisch bestimmt werden sollen 
bis zur Erreichung des entsprechenden Niederschlaggehaltes. 

Das Gesagte gilt fiir die sozusagen ,,guten*‘ Triibungen. In gewissen 
Fallen wird der Bereich der anwendbaren Triibung noch verringert 
weil dieselbe ungeeignet ist. 

Schlechte Triibungen sind vor allem diejenigen, die keine Konstanz 
der TeilchengréBe aufweisen, was sich aus der Unméglichkeit ihre 
teproduktion zu erkennen gibt. Diese sind fiir die Nephelometric 
prinzipiell ungeeignet und einfach auszuschlieBen. Andere folgen 


wohl den angefiihrten Gesetzen, ‘hre Suspension ist aber so unstabil 
daB sie bereits in den fiir die guten Triibungen empfohlenen Kon 
zentrationen sehr schnell flocken. Ist bei diesen Stoffen die nephelo- 
metrische Bestimmung durch keine andere zu ersetzen, so wird man 
die Messungen mit ganz schwachen Triibungen ausfiihren, die etwas 
stabiler sind, womit eine relative Sicherheit im Arbeiten auf Kosten 
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der Empfindlichkeit in Kauf genommen wird. Fiir diese Ausnahmefiille 
wird der feste Triibungsstandard auf niedrigere Helligkeitsstufen geeicht 
und eingestellt. Doch ist es empfehlenswert, ein Glaschen zu wiahlen, 
dessen Wande schwicher mattiert sind als bei denen, die zur Auf- 
stellung unserer Kurven dienten. 

Mit Ausnahme dieser besonderen Fille wird man Triibungen von 
sozusagen normaler Intensitdt gebrauchen, fiir welche der mit m/50000 
und m/ 100000 Phosphattriibungen geeichte Standard vollstandig ausreicht. 


Die kurvenmaBige Darstellung der einzelnen nephelometrischen 
Bestimmungen. 


Als Beispiel der Darstellung einer nephelometrischen Bestimmung 
mittels Eichungskurven wollen wir uns auf einen einfachen Fall be- 
schranken, wie z. B die nephelometrische Bestimmung des Phosphors 
im Serum. 

Da die nephelometrischen Ablesungen bei Triibungswerten, die 
ungefahr einer m/100000 Phosphattriibung bei 20 mm entsprechen, 
erfolgen sollen, miissen wir woméglich die Verhiltnisse so wahlen, dab 
die Serumphosphattriibung in einem mit derselben vergleichbaren 
Bereich liege. 

Fiir den uns beschaftigenden Fall kénnte die Kurve durch einfache 
Berechnung konstruiert werden, denn die fragliche Substanz ist dieselbe, 
die uns zur Eichung des Standards diente. Im allgemeinen wiirde man 
versuchsweise eine Konzentration aufsuchen, die ungefihr dieselbe 
Triibung besitzt wie der gewahlte Standard. Dann wiirde dieselbe 
auf Reproduzierbarkeit und durch Anwendung voy halben und doppelten 
Konzentrationen auf Proportionalitét mehrmals untersucht. Gesetzt 
den Fall, daB sich beide Verhaltnisse gut bewahren, wird die Kurve 
auf den Mittelwert aller Bestimmungen konstruiert !. 

Als Ordinate wird die Substanzmenge, als Abszisse die Fensterhéhe 
genommen. Die daraus resultierende Kurve ist eine rechtwinklige 
Hyperbel, deren Umkehrpunkt von der als Ordinate gewahlten Goe- 
wichtseinheit abhangt. Diese und der Standard sollen so gesucht 
werden, def der Umkehrungspunkt der Kurve in der Nahe von 20 mm 
Fensterhéhe liegt und da dieser Punkt dem mittleren Wert der iiblichen 
Befunde entspricht. 

Fiir unseren Fall mu®B der Serumphosphatgehalt in Milligramm- 
prozenten Phosphor ausgedriickt werden. Es zeigt sich, daB eine Phos- 
phatlésung, die 0,3 mg-°,, Phosphor enthalt, nach der iiblichen Vor 
schrift eine Triibung liefert, deren nephelometrische Ablesung gegen 


1 Gehorcht die Kurve nicht dem Gesetz der Proportionalitit, so mul 


die Eichkurve empirisch konstruiert werden. 


344 J. Avellar de Loureiro: 


eine m/100000 Phosphattriibung bei 20 mm sich bei 20,6 mm befindet. 
Ein 10°, iges Serumfiltrat wird also eine zweckmabige Verdiinnung 
des Serumphosphors fiir die nephelometrische Bestimmung bedeuten. 

Nehmen wir als Abszisse auf Millimeterpapier die Nephelometer- 
fensterhéhen, und zwar soll jeder Millimeter gleich 0,5cm Fenster- 
héhe sein. Als Ordinate nehmen wir die Milligrammprozente P. Jedes 
Milligramm wird durch 3¢m ausgedriickt werden, damit die Kurve 
eine brauchbare Form erhalt. Unsere 3 mg-°, werden folglich eine 
18cm hohe Ordinate. 

In der Formel der Kurve y 


y=— 


wird a = 20,6. 18. 


Der Umkehrpunkt ist die Quadratwurzel des Paragramms und 


liegt bei 19,3 cm. Alle anderen Punkte werden mit einem Rechenschieber 


nach der Formel leicht berechnet. Die Kurve fiir die Serumphosphor- 
bestimmung wird die in Abb. 3 verzeichnete Gestalt haben. 
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Abb. 3. Kurve fiir die Seruamphosphorbestimmung. 
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verarbeitet nach Kleinmann (3) fiir Phosphattriibungen von 25 ccm 
Endvolumen. 
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Die praktische Ausfiihrung der anscheinend komplizierten Vor- 
schrift gestaltet sich duBerst leicht. Durch die unschwer zu kon- 
struierende Kurve oder einfach durch ein Nomogramm werden bei 
richtig eingestelltem Standard die Substanzmengen ohne jede Um- 
rechnung aus der Nephelometerablesung ermittelt. Es mu aber aus- 
driicklich betont werden, daB jede Kurve nur in bezug zu einer ganz 
bestimmten Vorschrift bei der Herstellung der Triibung verwendet 
werden soll, denn der Gehalt an triibendem Stoff wird nicht auf das 
endgiiltige Volumen bezogen, sondern, weil bequemer, ausschlieBlich 
auf die Konzentration der dafiir verwandten Stammlésungen. 

Was hier fiir Phosphor gesagt wurde, ist auf jede andere Triibung 
mit den erwiinschten optischen Eigenschaften iibertragbar, selbst 
wenn die Substanz nicht in reinem Zustande zu erhalten ist. Die op- 
tischen Eigenschaften kénnen sehr gut ohne Kenntnis der absoluten 
Substanzmengen in den Lésungen durch Verdiinnung gepriift werden. 
Dann kann der Gehalt einer der Lésungen durch eine andere Methode 
bestimmt werden und damit wird ein Anhaltspunkt geschaffen, der die 
Konstruktion der ganzen Kurve erlaubt. Werden ein oder mehrere 
Punkte durch wiederholte Versuche genau festgestellt, so kann die 
nephelometrische Bestimmung der Substanz an Hand der erhaltenen 
Kurve nicht nur einfacher, sondern viel genauer als durch die Her- 
stellung einzelner entsprechender Standardlésungen erfolgen. Diese 
bringt nimlich die Méglichkeit eines Abweichungsfehlers mit sich, der 
in der auf viele Bestimmungen gestiitzten Kurve als praktisch aus- 
geschaltet zu betrachten ist. 


Zusammenfassung, 


Unter der Voraussetzung, daB die Mehrzahl der Triibungen, die in 
der chemischen Analyse Verwendung findet, denselben Farbton besitzt, 
wird der Versuch gemacht, ihre absolute Helligkeit gegéniiber einem 
universell reproduzierbaren Wert zahlenmaBig auszudriicken. 

Dieser Wert wird durch nach Kleinmann erzeugte Phosphat- 
triibungen dargestellt, und zwar von einem m/50000 und m/ 100000 
Phosphatgehalt, welche ungefaihr dem optimalen Bereich der Triibungs- 
intensitat fiir die nephelometrische Messung entsprechen. 

Als haltbarer Triibungsstandard mit fiir die meisten Bestimmungen 
ausreichenden Helligkeitsspannweiten wird der feste Triibungsstandard 
nach Kleinmann empfohlen, der sorgfailtig durch Vergleich mit den 
Phosphattriibungen geeicht werden soll. 

Der Wert jeder Triibung wird dann durch Vermittlung des 
Triibungsstandards in bezug auf eine bestimmte Phosphattriibung bei 


bestimmter Fensterhéhe absolut ausgedriickt. 
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Gestiitzt auf diesen absoluten Ausdruck wird fiir jede Bestimmung 
eine Kurve oder ein Nomogramm konstruiert, welche bei Anwendung 
einer konstanten Vorschrift der Triibungserzeugung den Gehalt an 
triibender Substanz aus der gefundenen Fensterhdhe ohne Umrechnung 
ergeben. 

Die Anwendung solcher Kurven vereinfacht ungemein jede nephelo- 
metrische Bestimmung, verscharft die Genauigkeit der Ergebnisse 
und gestattet die Bestimmung iiberhaupt von Substanzen, die nicht 
in reinem Zustande zu erhalten sind und fiir welche keine gleichartige 
Vergleichslésung zu beschaffen ist. 


Literatur. 


L) Bechhold und Hebler, Kolloidzeitschr. 31, 70, 1923; 31, 132, 1923. 
2) H. Kleinmann, ebendaselbst 36, 171, 1925; siehe auch derselbe, diese 
Zeitschr. 137, 144, 1923. 3) Derselbe, diese Zeitschr. 174, 43, 1926. 
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Uber systematische Fehler der spektrophotometrischen 


Konzentrationsbestimmung in Farbstofflésungen bei 
gemischtem Lichte. 


Von 
Emerich Keve. 


Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 


Budapest. ) 


(Eingegangen am 30. Mai 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zur Bestimmung der Konzentration von Farbstofflésungen, von 
denen uns die physiologisch so wichtigen Blut-, Gallen- und Harnfarb- 
stoffe am meisten interessieren, wird das spektrophotometrische Ver- 
fahren vielfach empfohlen; denn die gesuchte Konzentration kann leicht 
aus dem an einer bestimmten Spektralstelle ermittelten Extinktions- 
koeffizienten ¢« und der fiir den betreffenden Fardstoff an derselben 
Spektralstelle ein fiir allemal festgestellten Konstante A (Absorptions- 
verhaltnis nach Vierordt) auf Grund der Gleichung ¢ = ¢ . A berechnet 
werden, wo c¢ die gesuchte Konzentration in Gramm pro | cem der 
Lésung bedeutet. Nun werden aber betreffs gewisser Farbstoffe fiir A 
von verschiedenen Autoren, auch wenn es sich offenbar um tadellos 
justierte und kalibrierte Apparate handelt, Werte angegeben, die von- 
einander starker abweichen, als den zulassigen Versuchs- bzw. Beob- 
achtungsfehlern entspricht : dasselbe ist auch beztiglich der Darstellung 
des Verlaufs der Lichtabsorption eines Farbstoffs langs des sichtbaren 
Spektrums der Fall. 

Bemerkt sei, daB alle Untersuchungen letzterer und viele der 
ersterwihnten Art notgedrungen unter Verwendung von gemischtes 
Licht liefernden Glihkérpern ausgefiihrt wurden, da ja homogenes 
Licht von zur Spektrophotometrie geniigender und konstanter Intensitit 
nur von wenigen Lichtquellen und bloB an wenigen Spektralstellen 
geliefert wird. 
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Auf der Suche nach der Ursache obiger sowie gewisser andere 
konsequenter Unstimmigkeiten, die mir in einer zu anderen Zwecken 
ausgefiihrten Beobachtungsreihe unterkamen, muBte ich, in der An- 
nahme, es mit einem systematischen Fehler in der Apparatu: 
oder in der Versuchsanordnung zu tun zu haben, mich zur spektro- 
photometrischen Bestimmung an Kaliumbichromat- und Kalium- 
permanganatlésungen bequemen, um die an diesen erhobenen Ex- 
tinktionskoeffizienten mit den aus der Literatur bekannten zu_ ver- 
gleichen. 

Diese nachfolgend beschriebenen Versuche, die zu recht merk 
wiirdigen Ergebnissen fiihrten, wurden mittels eines seit langen 
Jahren im Institut befindlichen, vor etwa einem Jahre neu justierten 
und kalibrierten, nach Martens und Griinbaum modifizierten Kénig- 
schen Spektralphotometers (mit groBer Beleuchtungsvorrichtung) von 
Schmidt und Haensch in Berlin ausgefiihrt. Der Objektivspalt wai 
stets 0,1 mm breit; der Okularspalt aber, der an diesem Apparat nicht 
meBbar verstellbar ist, wurde ein fiir allemal so breit genommen, dal} 
der durch ihn umrandete Spektralausschnitt in Rot einen Bereich von 
etwa 15 ju, in Blau einen solchen von 5 su umfaBbte. 


A. Versuche an Kaliumbichromatlésungen,. 


Da fiir Kaliumbichromat, wie iiberhaupt fiir kristalloide Farbstoffe, 
nach allgemeiner Annahme das Lambertsche baw. auch das Beersche 
Gesetz giiltig ist, miBte fiir den Extinktionskoeffizienten derselbe 
Wert erhalten werden, ob man ihn in der Konzentration c und 
Schichtdicke d, oder aber in der Konzentration n.c und Schicht- 
dicke d:n oder aber in der Konzentration c:n und_ Schicht- 
dicke d.n feststellt. 


Die Versuchsreihe A, die an drei Bichromatlésungen von ver- 


schiedener Konzentration ausgefiihrt wurde, und in der eine von de! 


AEG bezogene Projektionsgliihlampe als Lichtquelle diente, brachte 
die erste Uberraschung, denn, wie aus Tabelle I hervorgeht, wiesen die 


Tabelle I. 


Bichromatlésung; Projektionslampe 





eo . Mitte des Spektral- Konzentration Konzentration Konzentration 
Versuchs- ausschnittes 0,3 °/5 0,6 9/9 3%, 
reihe . , 
uu d = 100mm d = 50mm d 10mm 
l 554,0 0,152 0,156 0,158 
A 537,8 0,657 0,705 0,722 


| §32,0 1,103 1,156 1,201 
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Extinktionskoeffizienten erhebliche, bis etwa 10°, betragende Unter- 
schiede auf, und zwar an allen drei Spektralstellen iibereinstimmend 
in dem Sinne, daB die Werte mit zwnehmender Schichtdicke, die jedesmal 
mit einer in demselben Verhaltnis abnehmenden Konzentration zu 
sammenfiel, abnahmen. 


Bei diesem Stande der Dinge muBte ich, da es sich ja beim Bi- 
chromat um eine dissoziable Verbindung handelt, daran denken, dab 
die erwaihnten Unstimmigkeiten vielleicht von der verschiedenen 
Lichtabsorption der Bichromatmolekiile und -ionen, die bei verschiedenen 
Konzentrationen nicht in demselben Verhaltnis gelést enthalten sind, 
herriihren. Demzufolge habe ich die nun folgenden Versuchsreihen 
wieder an _ verschiedenen Spektralstellen und in verschiedenen 
Schichtdicken, jedoch abweichend von den friiheren Versuchsreihen, 
an ein und derselben Bichromatlésung ausgefiihrt. Die Bichromat- 
lésung (und die weiter unten besprochene Lésung von Kalium- 
permanganat) ist zu derlei Zwecken sehr geeignet, da ihre Licht- 
absorption auch an benachbarten, noch mehr an_ entfernten 
Spektralstellen derart verschieden ist, daB man _ verschiedenste 
Schichtdicken (natiirlich an verschiedenen Spektralstellen) in An- 
wendung bringen kann, ohne die Konzentration der Lésung andern 
zu missen. Es lag daher in meiner Hand, Spektralstellen und 
Schichtdicken so zu wahlen, da} zu geringe und zu grobe Extinktions- 
koeffizienten, die doch mit Fehlern behaftet sind, vermieden werden 
konnten. 


In Tabelle II sind die Ergebnisse dreier an derselben 9,09 ° igen 
Lésung zu verschiedenen Zeiten ausgefiihrten Versuchsreihen B, C und D 
zusammengestellt, in denen wieder die Projektionslampe als Licht- 
quelle diente. In die Stabe der Tabelle sind die auf die einheitliche 
Schichtdicke von lem _ Schichtdicke umgerechneten Extinktions- 
koeffizienten eingetragen, die aus der Ablesung unmittelbar berechneten 
in Klammern angegeben. Es ergibt sich aus diesen Versuchsreihen, 
daB die oben erwaihnte Unstimmigkeit nicht durch die verschiedene 
Lichtabsorption der Molekiile und der Ionen verursacht sein konnte, 
da wieder in ganz konsequenter Weise die gréBeren Schichtdicken geringere 
Werte lieferten als die kleineren. Von 18 hierher gehérenden Versuchs- 
paaren fand sich nur ein einziges, in dem ein solcher Unterschied nicht 
bestanden hatte. Dasselbe Ergebnis erhielt ich an zwei weiteren 
Versuchsreihen, E und F (in Tabelle II), ausgefiihrt an einer 
Lésung, deren Konzentration die Hialfte der friiheren, also 4,55° 
betrug. Auch hier sind in Klammern die direkt erhaltenen Werte 
mitgeteilt, die dann des besseren Vergleichs halber auf die 9,09 
betragende Konzentration der friiheren Versuchsreihen umgerechnet 
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Tabelle 11. 
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9,09 °/,ige K, Cr, O,-Lésung. 














Versuchs- Schicht- Mitte des Spektralausschnittes: uu 
reihe dicke Bemerkung \ 
— 568.0 561.0 553.5 545.0 538 ,0 528,6 
S cd _ | 5,84 
(0,534) 
‘ 224 515 
7 (0.447) (1.03) 
: bia 1,24 2,24 g 
) (0.620) (1,12) 5 
B 0 " 0,545 1,18 = F 
I (0,545) | (1,18) S 
a 0.258 0.521 ¥ 
o (0.517) (1,04) = : 
50 0,127 0,285 S 
(0.636) (1.17) 7 7 : 
0.118 
O00 ? . 
I (1,15) 
1 5.48 
(0,547) 
e ne 2.41 5,29 
- (0.482) (1.06) 
5 1,22 2.22) 2 
(0,612) (1,11) 5 
0,534 1,16 z 
( 0 5 
I (0,534) (1,16) = 
90 0,254 0.519 7s = 
ss (0,508) (1,04) as = 
- 0,126 0,236 - 
‘ (0,631) (1,17) 
0.115 
10 or - — 
10 (1,15) 
1 “ae , 5,38 
(0.589) 
i 5 : 242 5,24 
= (0,485) (1,05) 
. 1,22 2.23 = 
) as (0,612) (1,11) F 
0.541 1,17 | 
D 0 - . - _ 5 
l (0.541) (1,17) = 
on 0.250 0,514 cs _ 
a (0,500) | (1,03) a i = 
. 0.127 0,237 7 
50 a ~ o — 
, (9,635) (1,18) 
f 0,115 
0 oa — - 
10 (4,15) 
10 e oe i “a ms 
(0,624) a3 
- 7 0,548 | 1,18 at 
E = (0,548) (1,18) ay 23 
0 0,254 0,520) sé 
(0,509) (1,04) Zé 
0.228 a 
00 or" _ = - == 
L (1,14) “2 
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. *ht- Mitte des Spektralausschnitte S: uu 
. . Schic 
Versache- | w'dicke Bemerkung 
mm 568.0 561.0 553.5 545.0 8.0 528.6 
1,22 , 
10 —- (0.608) =\3 
on 0,546 1,20 Ls 
7 (0.546) (1,20) zs 
0 0.252 0.522 =@ 
(0,504) | (1,04) sina ad Ss 
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(1,14) a 
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‘“ 2 46 5.30 
- es (0,491) (1.06) 
, 1,22 2.24 
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. as es (0,547) (1.17) = 
on 0.268 0.541 ~] 
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) 12 
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m0) 0.129 0,235 
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’ 0.120 
100 (1,20) ‘ 
5,49 
l re a. ini (0.549) 
. 2.48 5.52 
< (0.496) (1,10) - 
- 1,25 2.37 = 
v = (0.4 326 ) (1,18) aS 
0.553 1,23 ws 
10 (0,553) (1,23) ? 2 
0 0,278 0,572 Si 
(0.557) (1,14) = 
=0) 0.129 0,248 = 
” (0,644) (1,24) 
: 0.131 
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wurden. So umgerechnet unterscheiden sich diese Werte nicht von 
den friiheren. 

Selbstverstandlich muBte auch daran gedacht werden (obzwar die 
auBerst verlaBliche Bezugsquelle diese Annahme als sehr unwahrschein- 
lich erscheinen lieB), daB obige Unstimmigkeiten von den unrichtig 
angegebenen LiangenmaBen der Roéhren herriihren, die zur Aufnahme 
der Farbstofflésungen dienen, bzw. der Héhenmafe der Glasklétze, 
durch die die verschiedenen Schichtdicken erzeugt werden. Genaue von 
Herrn Dr. Baintner, Assistenten am I. Physikalischen Institute der 
Universitat, ausgefiihrte Bestimmungen — fiir die ihm an dieser Stelle 


bester Dank quittiert sei ergaben fiir die 
Lange des 20-mm-Rohres. . . . . 20,019 mm 
Hohe ,, 5-mm-Klotzes. .... 4,996 ,, 
o” oo BO ” (ns « = SOR wo 
- oa és oe «= SER ew 
, » 18- es io’ = « Seen Ss 
9 » i i i 3S ate « Se S 


Daher hatten die untersuchten Schichtdicken statt 20, 15, 10, 5, 
2 und 1 mm die folgenden Werte: 20,019, 15,023, 10,006, 5,007, 2,008 und 
1,028 mm, so da bloB die Bestimmungen bei der Schichtdicke von 
1] mm mit einem einigermaBen erheblichen (3°, betragenden) Fehler 
belastet sind. 

Nun suchte ich nach einer anderen Erklarungsart. In allen Adnig- 
schen Apparaten neuerer Konstruktion soll eine gleichmaBige Be- 
leuchtung beider Objektivspalthalften durch ein System von drei 
Linsen gesichert sein, und zwar auch in dem Falle, wenn die Licht- 
quelle nicht ganz genau zentriert ist. 

Obzwar dieses Dreilinsensystem auch an unserem Apparat vor- 
handen ist, waren bei der von mir getroffenen Versuchseinrichtung 
doch gewisse Bedenken gerechtfertigt; denn die in einer vertikalen 
Ebene mehrfach zickzackférmig auf- und absteigenden Schenkel des 
Gliihfadens der Projektionslampe konnten unmdglich genau in die 
Achse des Apparats gebracht werden, daher ich daran denken mubte, 
da vielleicht zwei Strahlenbiindel von ungleicher Intensitat zum 
Objektivspalt gelangen. Ich ersetzte daher in zwei weiteren Versuchs- 
reihen die Projektignslampe durch eine sogenannte Opallampe, die 
dem Apparat eine schwach gekriimmte, recht groBe, homogen leuchtende 
Flache zukehrte. Diese an der 9,09 °,igen Bichromatlésung ausgefiihrten 
Versuchsreihen G und H in Tabelle II fiihrten abermals zu denselben 
Ergebnissen. Die erhebliche Abnahme der Lichtabsorption mit zu- 
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nehmender Schichtdicke fehlte nur in 3 von 12 Versuchen, aber auch 
in zwei von diesen drei abweichenden Versuchen war ein gleichgerichteter, 
wenn auch nur geringer Unterschied vorhanden. Also konnte eine etwa 
von der Projektionslampe herriithrende ungleichmaBige Beleuchtung 
nicht die gesuchte Ursache darstellen. In der Abb. 1 habe ich den Ver- 





lauf der Absorptionskurve des Bichromats auf Grund der Mittelwerte 
der Versuchsreihen B bis H dargestellt und hierzu innerhalb je eines 
Spektralausschnittes von je einem Versuchspaar den zur kleineren 
Schichtdicke gehérenden Wert verwendet. Durch das Minuszeichen ist 
die Abnahme der Extinktionskoeffizienten in der gréBeren Schichtdicke 
angedeutet. 


Besonders auffallend ist, daB in allen Versuchsreihen die Unter 
schiede zwischen den an zwei Schichtdicken erhaltenen Werten, die in 
Prozenten des gréBberen Wertes in Tabelle II] berechnet sind, im Gebiet 
der gréBeren Wellenlangen (wo infolge der oben erwilinten unver- 
iinderten Breite des Okularspaltes jeweils in einem Spektralausschnitt 
von etwa 10 4 abgelesen wurde) weit gréBer ausfielen als im Gebiet 
der kleineren Wellenlingen (wo aus demselben Grunde der Spektral- 
ausschnitt bloB etwa 6 444 umfaBte). 


Sehr auffallend ist auch, daB innerhalb der einzelnen Versuchs- 
reihen der erwahnte prozentuale Unterschied meistens gréBer ausfiel, 
wenn das Verhaltnis zwischen den beiden Schichtdicken ein gréBeres 
war; also beim Wechsel von 40 auf 100 mm gréfer als von 20 
auf 40mm, und von 2 auf 5mm gréber als von | auf 2mm; dem- 
entsprechend kleiner beim Wechsel von 50 auf 100 mm als von 20 auf 
50mm. Diese gréberen Werte sind in Tabelle IT] durch Fettdruck 


hervorgehoben. 
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T'abelle 


IIl. 
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Abnahme: Zunahme: 


Prozentuale Anderung der Extinktionskoeffizienten. 





Schicht- 








a eae ee on Mitte des Spektralausschnittes: uu ri 
reihe wechsel oss wae Bemerkung : 
mm 568.6 561.0 553.5 45.0 538.0 528.6 ‘ 
i— 2 — 3.6 i 
2— 5 ~ 0) = 

5— 10 4,8 = 2. 

B | 10— 20 4,4 z5 
20 50 ~- 89 a: s 
59—100 10 a = 7 

—— 35 
s— § ~ _ 8.0 z ] 

( i) 10 5.0 _ == ‘ 
10— 20 2.8 5 ; 
20— 50 7,1 7. : 
50—100 8.7 a oan l 

1 2 —- 2.4 
2 5 78 v e 
5— 10 4,1 2 2 a 

D 10— 29 - ,0 : 25 r 
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B. Versuche an einer Permanganatlésung. 


Auf der Suche nach einer Lésung der schwebenden Frage fiihrte 
ich nachfolgende fiinf Versuchsreihea K bis O genau in obiger An- 
ordnung, jedoch meistens an mehr als zwei Schichtdicken, an einer 
n/500 KMnO,-Lésung aus, und zwar dreimal in den Spektralbereichen 
582,5 bis 558,9 und 523,9 bis 515,9 und je einmal in ganz engen Raum- 
intervallen in den Bereichen 582,5 bis 578,3 und 558,9 bis 523,9 my. 
Diese Versuchsreihen, wovon einige mit der Projektionslampe, andere 
mit der Opallampe ausgefiihrt wurden, und deren Ergebnisse in nach- 
stehenden Tabellen ITV und V zusammengestellt sind, lieferten die 
zweite Uberraschung. Eine Anderung der Extinktionskoeffizienten 
mit wechselnder Schichtdicke war auch hier zu beobachten, jedoch 
lieferten im Gegensatz zu der Bichromatreihe in weitaus den meisten 
Spektralbereichen die gréferen Schichtdicken gréBere Werte und blob 
in einzelnen Spektralbereichen kleinere. Ersteres war beinahe durchweg 
im Spektralbereich von etwa 549 bis 516 wus der Fall. 

Hierfiir findet sich eine sehr schéne Bestitigung in der vor 6 Jahren 
aus diesem Institut hervorgegangenen Mitteilung von Helene Gombos', 
in der die Absorptionskurve von K MnQ,-Loésungen in drei Parallelversuchs 
reihen festgestellt wurde, darunter auch unter Verwendung von verschie 
denen Schichtdicken und verschieden konzentrierten Losungen. Mit meinen 
lassen sich von den Gombos schen Versuchen nur diejenigen vergleichen, 
die an identischen Spektralstellen und in verschiedenen Schichtdicken bei 
ungeinderter Konzentration ausgefiihrt wurden. Die Ergebnisse dieser 
Versuche sind nachstehend zusammengestellt. 





549,2 10 1,578 20 1,672 
547.9 10 1,617 20 1,740 
546.7 10 1.699 20 1,790 
546.0 10 1,709 20) 1.819 
545.5 10 1.692 20 1.837 
544.9 10 1,673 20 1,822 
544.3 10 1,676 20 1,829 
543.1 10 1,670 20 1,824 
537.4 2 1.534 5 1,660 
532.2 2 1,566 D 1.660 
527.0 2 1,718 5 1,864 
525.9 2 1,860 5 1,972 
525,4 ys 1,871 5 1.975 
524.9 2 1.855 5 1,933 
521.8 2 1,731 ) 1,814 
516.9 2 1.577 5 1.579 


Diesen Daten ist zu entnehmen, da bei Gombos in analoger Weise 


wie bei mir in Spektralbereichen von etwa 549 bis 517 wu beim Ubergang 


1 Helene Gombos, diese Zeitschr. 151, 7, 1924. 
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Tabelle V. 


n/500 KMn0O,-Lésung. 





Ver- | Schicht- Mitte des Spektralausschnittes: uu 








suchs- dicke deh 
reihe mm 558.9 557,7 555.2 52,2 549.2 46.1 ‘ 

- 0,502 0,542 0,618 0,711 0,796 0,870 » 
- (0,251) 0,309) (0,309) (0,356) (0.3898) | (0,436) c= 

O ( J js 
10 0,516 0,546 0,606 0,707 0,812 0,877 | Og 

(0,516) (0,546) (0,606) | (0,707) (0,812) | (0,877) 

a — Mitte des Spektralausschnittes uu I ht 
suchs- aicke all 
uelle 
reihe mm 544.3 541.8 539.6 537.4 534.5 532.2 — 
. 0,830 0,832 0,739 0,709 0,736 0,766 i« 
O - (0.415) (0,416) (0,370) (0,355) (0.368) (0,383) S = 
10 0,868 0,838 0.809 0,769 0,778 0,811 S 3 

(0.868) | (0.838) (0,809) | (0.769) (0.778) (0.811) 

hea = Mitte des Spektralausschnittes: uu Licht- 
suchs- aicke , Ne 
reihe mm 529,6 527.0 525.9 524.9 523.9 ipa 
y 0,820 0,854 0,893 0,879 0,831 Lo 
a “ (0,410) (0427) (0446) (0.439) (0415) 3 & 
10 0.857 O.889 0.909 0.887 0,871 = 

(0.857) (0.889) (0,909) (0.887) (O.871 ae 


zur gréBeren Schichtdicke die Werte der Extinktionskoeffizienten gréBer 
wurden. DaB Gombos bei gewissenhafter Mitteilung aller von ihr erhaltenen 
Zahlenwerte die von mir als GesetzmaBigkeit erkannten Umstinde als von 
Versuchsfehlern herriihrend erklarte bzw. erklaren muBte, geht mittelba 


aus folgender Textstelle hervor: ,,Vergleicht man die ... Daten ... in 
den drei Versuchsreihen, so wird man mit Ausnahme des zwischen 549 
und 527 gelegenen Spektralgebietes ... eine recht gute Ubereinstimmung 


finden, MF ae 


So wie in der Bichromatreihe habe ich auch hier die mit den Schicht- 
dickenwechsel einhergehende Anderung der Extinktionskoeffizienten 
in Prozenten berechnet (Tabellen VI und VII), und zwar in Prozenten 
der kleineren Werte, dort, wo eine Zunahme des Extinktionskoeffizienten 
zu beobachten war, in Prozenten der gréBeren, wo eine Abnahme er- 
folgte. In allen Fallen, wo sich fiir die Anderung blo® 1°, oder 
weniger ergab, habe ich in den Tabellen Null eingesetzt, da 
ja die Beobachtungsfehler sicherlich so viel ausmachen. Den in 
Tabelle VI und VII zusammengestellten Daten sind folgende Einzel- 
heiten zu entnehmen: 


a) Die Anderung des Extinktionskoeffizienten war in den Per- 
manganatversuchen nicht so regelmabig wie in den Bichromatreihen, 


indem der Schichtdickenwechsel im kurzwelligen Spektralgebiet zwar 


358 


~ 
N 
% 
as 
ws 
po) 
4 
i} 
“ 


E 
4 


; Zunahme: 


-rozentuale Anderung der 


VI 


Tabelle 


Abnahme: 








uu 


L 
Z 
L 
<= 
wt. 
wv 
= 
= 











edule] 
-suouyol 
-O1d 






oduiey 
-suonyel 
Old 


E. Keve: 


odue] 
-jedQ 


adure] 
-jedQ 

















2 ox o- 
2 —_— Se =< 
- So _ _— 
r a ac 
“ . wns = 
es SD en t~ oO) eo | 
a — : a 
on“ at of po he 
on a eo =O 
_— ad -_— 
“ 7 L. of. 
© > one 
a ow ~~ poe 1010 ++ 
x ” “2 om 
| Batre ; 
- —=nDnOo > = ON 
~~ NON Hon | eax 
S +++ + + 
= | 
~~ CO ee | 
ae we ba ~~ ~~" oe - 
> Was Anon Sao 
oa eee eee © 
eo Gan Or At 
> TNs wee ANS | 
S | 
is + } 4 : 
ie ™N ™ 
os = —— =~, ~t 
Pa | ~ oc oN | 
a of. 
os Te) Vee) © — 
s 0 — es ++ + 
iS =e abe 1 a 
2 ; re 
2 | - 
' = 
1 | - 
Vw Tm] ~ S 
on + vn 
| 
| | 
comoionc i one |onuwse 
aa — ee OD _—— OD = NI _— ON 
= j | | | 
S | | | 
we 19S WO | 8OwO | HOW 
pa pe pe Ape oe 


K 


M 


Anderung der 


xtinktionskoeffizienten. 


Zunahme: 


Prozentuale 


rg; 


y 


T'abelle 


Abnahme: 








wu 


Mitte des Spektralausschnittes : 








OF 
ri 


139.6 


41,8 


3 


od 


546,1 


957 


8.9 





DO 


mm 


adureyjedG 


L 
b> al 


8 0 


3 


tr Ov 


+ 4,4 


5.9 


0 1420! 0 +46! 0 |+9.5)'+84 


1,9 


0 


98 


0 








Ze 


de 


ser 


an 


nal 
erh 
pui 
die 
der 
(in 











Systematische Fehler bei spektrophotometr. Bestimmungen 399 


in allen Versuchsreihen angenahert dieselbe Anderung der Extinktions- 
koeffizienten lieferte, hingegen im langwelligen Gebiet in verschiedenen 
Versuchsreihen sehr oft ungleichartige Anderungen zu beobachten 
waren. Wahrscheinlich tragen hieran die unvermeidlichen Ablesungs- 
und Versuchsfehler die Schuld, die oft kaum geringer sind als die durch 
den Schichtdickenwechsel bedingte Anderung der  Extinktions- 
koeffizienten an vielen Stellen des langwelligen Gebietes. 


b) Im Gegensatz zur Bichromatreihe war die durch den Schicht- 
dickenwechsel verursachte Anderung der Extinktionskoeffizienten im 
Gebiet der kleineren Wellenldngen, wo die Spektralausschnitte etwa 
6 uu umfabten, gréfer als im Gebiet der gréBeren Wellenlingen mit 
den Spektralausschnitten von etwa 10 uu Breite. 


c) In Ubereinstimmung mit der Bichromatreihe war die pro- 
zentuale Anderung der Extinktionskoeffizienten gréBer beim Wechsel 
der Schichtdicke von 5 auf 10, als von 10 auf 15 bzw. von 15 auf 20 mm. 


d) Sehr bemerkenswert ist, da es in den Permanganatreihen 
sechs oder sieben Spektralstellen im ganzen untersuchten Gebiet gab, 
an denen der Schichtdickenwechsel von einer kaum nennenswerten 
Anderung der Extinktionskoeffizienten begleitet war. Es sind dies die 
Stellen 580, 577, 572, 557, 552 Mp, sowie die Stellen der zwei bei 546 und 
bei 526 wu gelegenen Absorptionsmaxima. Bei niherer Besichtigung 
der Abb. 2, durch die der Verlauf der Absorptionskurven (mit Aus- 





Extinctionscoef¥icienten 


A°580 570 560 $50 a4 550 120 hh 


Abb 


nahme von drei Stellen) auf Grund der an der Schichtdicke von 10 mm 
erhaltenen Werte wiedergegeben ist, lassen sich fiinf Kurvenscheitel- 
punkte erkennen, die, soweit es die Genauigkeit der Ablesungen und 
die Reproduktion durch Kurvenzeichnung gestatten, mit den Stellen 


der minimalen Anderung der Extinktionskoeffizienten zusammenfallen 
(in der Mitteilung mit 0 bezeichnet). 
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In Abb. 2 ist auch ziemlich gut zu erkennen, daB die zwei Stellen 
583 und 555 wu, an denen im Gegensatz zu allen anderen die Extinktions- 
koeffizienten mit zunehmender Schichtdicke abnehmen (wie iiberall 
am Bichromat in Abb. 1) an Kurvenstiicken gelegen sind, deren Kon- 
kavitat nach oben gerichtet ist (wie tiberall am Bichromat). Im Gebiet 
der beiden Absorptionsmaxima herrschen andere Verhaltnisse, indem 
der Abstieg vom ersten Maximum, der Anstieg zum zweiten und der 
Abstieg von diesem, soweit eine solche Feststellung in der Zeichnung 
iiberhaupt méglich ist, geradlinig erfolgt, nicht in gekriimmter Bahn, 
wie zwischen 583 und 546 jy. 


C. Versuche mit homogenem Lichte. 


Wie eingangs erwahnt, wurde in allen oben erérterten Versuchen 
und weitaus den meisten Versuchen der friiheren Autoren gemischtes 
Licht verwendet. Auf der Suche nach einer Erklarung der oben ge- 
schilderten Erscheinungen konnte ich mich nicht der Vermutung ver- 
schlieBen, daB gerade das gemischte Licht hierfiir verantwortlich sei. 
Durch einen verhaltnismaBig weiten Okularspalt wird, wie bekannt, 
nicht die Absorption eines Strahles von bestimmter Wellenlinge beob- 
achtet, sondern im Falle des Bichromats und Permanganats, deren 
Absorptionskurven in Abb. 1 und 2 dargestellt sind, die stellenweise 
sehr verschieden grobe Absorption eines ganzen Biindels von Strahlen, 
deren Wellenlinge, je nach der untersuchten Stelle, wie erwihnt, um 
etwa 6 bis 10 wu verschieden ist. Dieser Nachteil des gemischten Lichtes 
laBt sich durch Verwendung eines méglichst engen Okularspaltes, 
wenn auch nicht ganz vermeiden, doch sehr stark verringern. Ist die 
Annahme richtig, daB die Verschiedenheit der Extinktionskoeffizienten 
durch die mangelnde spektrale Reinheit des verwendeten Lichtes ver- 
ursacht ist, so miissen bei stark verengtem Okularspalt jene Ver- 
schiedenheiten geringer werden bzw. vollstandig verschwinden, wenn 
man homogenes Licht verwendet. Um hieriiber Klarheit zu erhalten, 
habe ich an der sub A benutzten Bichromatlésung Versuchsreihe J (in 
Tabelle II) ausgefitihrt, wobei der bisher stets unverainderte Okular- 
spalt so schmal als méglich, jedenfalls viel schmaler als bisher ge- 
nommen wurde. Bei dieser Versuchseinrichtung fielen die Extinktions- 
koeffizienten bei verschiedenen Schichtdicken wohl verschieden aus, 
jedoch war von einer Konsequenz nichts mehr zu sehen; vielmehr 
wurden die Extinktionskoeffizienten in der gréBeren Schichtdicke 
bald gréBer, bald kleiner. Trotz dieser Schwankunger, die durch die 
vor mir stark empfundene Unsicherheit der Ablesungen bei solch 
engem Okularspalt bedingt waren, darf die oben genannte Annahme 


als richtig angesehen werden. 
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Eine weitere Versuchsreihe P habe ich an der Bichromatlésung 
mit einem Quecksilberpunktlichtlimpchen als Lichtquelle ausgefiihrt, 
dessen intensives grimes Licht von der Wellenlinge 546, 1 yy: fiir spektro- 
photometrische Zwecke sich vorziiglich eignet, unmittelbar darauf aber 
der Kontrolle halber, in zwei Versuchen die Opallampe als Lichtquelle 
benutzend, Ablesungen tei einem Spektralausschnitt gemacht, dessen 
Mitte wieder genau 546,1 4 entsprach. Diese Versuche ergeben, wie 
aus Tabelle VIII ersichtlich, daB in fiinf von sieben Versuchen die Ab- 
nahme der Lichtabsorption mit zunehmender Schichtdicke, die doch 
bei gemischtem Licht fast ausnahmslos recht bedeutend war, bei 
homogenem Lichte bloB in einem sehr geringen Ausmafe eintrat. 

Eine analoge Versuchsreihe Q habe ich an der Permanganat- 
losung ausgefiihrt, und zwar mit dem Ergebnis, daB die Unterschiede, 
die in diesem ganzen Spektralausschnitt schon bei Verwendung der 
Opallampe sehr gering waren, es auch beim Hg-Licht geblieben sind 
(Tabelle VIII). Aus diesen Ergebnissen darf sicher gefolgert werden, 
daB die Abhdngigkeit der Extinktionskoeffizienten von der Schichtdick 
in den Versuchsreihen A bis O durch die Verwendung von gemischtem 
Licht verursacht wird. 


D. SehluBfolgerungen. 

Fiir den praktischen Gebrauch ergibt sich aus obigen Befunden, 
daB man bei Verwendung von gemischtem Licht fiir die Lichtabsorption 
geléster, auch kristalloider Farbstoffe nur an solchen Spektralstellen 
die charakteristischen, von beliebigen Schichtdicken auf leem um- 
rechenbaren Extinktionskoeffizienten erhalten kann, an denen ihre Ab- 
hdngigkeit von der Schichtdicke, d. h. die Abweichung vom Lambertschen 
Gesetz, am geringsten iyt bzw. vernachldssigt werden kann. Hieraus folgt 
unmittelbar, da8 auch das Absorptionsverhdltnis (Vierordt), das doch 
eine Konstante darstellen soll, und ohne die eine Konzentrations- 
bestimmung nicht méglich ist, nur an einer solchen Spektralstelle er- 
rechnet werden kann. 

An Fragen von theoretischem Interesse ergeben sich die folgenden: 

a) Warum ist an verschiedenen Spektralstellen der bei gréBerer 
Schichtdicke ermittelte Extinktionskoeffizient in der Bichromatlésung 
kleiner, in der Permanganatlésung gréBer als der, den man in der 
kleineren Schichtdicke erhalt? 

b) Warum ist dieser Unterschied gréBer, wenn man den Unter- 
schied zwischen beiden verwendeten Schichtdicken erhéht? 

c) Warum fallen die Unterschiede an Bichromat im Gebiet der 
gréBeren, am Permanganat im Gebiet der kleineren Wellenlingen 


groBer aus? 
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d) Wie kommt es, daB die Zunahme der Schichtdicke mit 
einer Abnahme der Extinktionskoeffizienten einhergeht, und zwar 
iiberall am Bichromat, und an solchen Stellen im Falle des 
Permanganats, wo die ansteigende Absorptionskurve nach oben 
konkav verlauft? 

Die Lésung aller dieser Fragen gehért in das Gebiet der 
physikalischen, vielleicht auch der physiologischen Optik (optische 
Tauschung beim Einstellen der beiden Gesichtsfeldhalften auf gleiche 


Helligkeit?). 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. P. Hari ausgefiihrt. 


Untersuchungen iiber die Stickstoffverteilung in den Muskeln 


verschiedener Tierklassen. 
II. Mitteilung: 
Uber die Stickstoffverteilung im Rochen- und Haifischmuskel. 


Von 
Regine Kapeller-Adler und Julie Krael. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitat. ) 


(Eingegangen am 31. Mai 1930.) 


In der ersten Mitteilung! dieser Reihe haben wir die Ergebnisse 
des Studiums der Stickstoffverteilung im alkoholischen Muskelextrakt 
einiger Saiugetiere, ferner des Karpfens, Kabeljaus und Regenwurms 
zusammengefaBt. Hatte die Untersuchung des Kabeljau- und Karpfen- 
muskels einen wesentlichen Unterschied in der Zusammensetzung dieser 
beiden Muskelarten ergeben, so lieB die Betrachtung der Verhaltnisse 
bei den Selachiern, deren Stoffwechsel ein eigentiimlicher ist und welche 
bekanntlich groBe Harnstoffmengen? in ihren Geweben anhaufen, 
noch interessantere Resultate.erwarten. So dehnten wir unsere Unter- 
suchungen auch auf diese Tiergattung aus. 

Zur Verarbeitung gelangten die Muskeln vom Rochen und vom 
Haifisch, fiir deren liebenswiirdige Beschaffung wir der ,,Nordsee- Dampf- 
fischerei* zu groBem Dank verpflichtet sind. 

Die Fische sind im Dezember in Eispackung hier angelangt und 
wurden, sofort aufgearbeitet, um eine weitgehende Zersetzung méglichst 
hintanzuhalten. 

Was die Arbeitsmethoden betrifft, so blieben sie die gleichen, wie 
sie in der vorhergehenden Mitteilung geschildert worden sind. 

Die in groBer Menge vorgefundenen Amine wurden gesondert be- 
stimmt und die von beiden Fischmuskeln angefertigten alkoholischen 
Ausziige einer Verseifung mit starker Lauge unterworfen. 


1 Diese Zeitschr. 221, 437, 1930. 
2 Staedler und Frerichs, Journ. f. prakt. Chem. 78, 48, 1858; 76, 58, 
1861; Schréder, Zeitschr. f. physiol. Chem. 14, 576, 1890. 
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i 


Die Ergebnisse u.eser Untersuchungen sind in den folgenden 


labellen niedergelegt. 


Zum Vergleich sind die schon friiher von uns fiir den Kabeljau- 
muskel gefundenen und in der vorhergehenden Mitteilung erwalnten 
Zahlen angefiihrt. 


Vergleicht man die einzelnen Stickstoffwerte der Tabelle 1 mit- 
einander, so ergeben sich schon beim Gesamtstickstoff erhebliche 
Schwankungen. Der Gesamtstickstoff des Haimuskelextrakts betrigt 
fast das Doppelte desjenigen vom Rochenmuskel und etwa das Vier- 
fache vom Kabeljaumuskel. Ebenso tibersteigt die Menge des durch 
Verseifung des alkoholischen Extrakts gebildeten Ammoniakstickstot/s 
des Haimuskels um ein Vielfaches diejenige des Rochen- und um mehr 
als das Zweifache diejenige des Kabeljaumuskels. Beziiglich des dure h 
Verseifung entstandenen Methylaminstickstof/s rangiert der Haimuskel 
ebenfalls an erster Stelle. [hm folgt der Kabeljaumuskel mit etwa einem 
Sechstel des Methylaminstickstoffwertes, wogegen die entsprechende Zahl 
des Rochenmuskels nur einen geringen Bruchteil derjenigen des Hais 
darstellt. Wahrend die aus der Verseifung des Rochen- und Haimuskel- 
extrakts hervorgegangenen T'rimeth ylaminstickstoffwerte fast in derselben 
GréBenordnung liegen, ist der entsprechende Wert des: Kabeljau- 
muskels erheblich niedriger. 


"Vas fiir Folgerungen lassen nun die eben angefiihrten Zahlen zu! 


Wihaben bereits in der friiheren Mitteilung hervorgehoben, daB 
die durch ° vseifung erhaltenen Ammoniakstickstoffwerte vollkommen 
unspeziism sink und deshalb keinerlei einheitlichen RiickschluB 
erlauben. 


Dagegen kann man aus den durch die Verseifung ermittelten 
Methylonin-1 und Trimethylaminstickstoffzahlen auf den Methyl- 
guanidii- bzw. auf den Betaingehalt der untersuchtea Fischmuskeln 
schlieBer.. Auf das Vorhandensein beider Substanzen, sowohl des 
Methylgucnidins als auch des Betains im Fischmuskel deuten zahlreiche 
Literaturangaben? hin. 


Verwettet man die durch Verseifung des Rochen- und Haimuskel- 
extrakts gevonnenen Methylamin- und Trimethylaminstickstoffzahlen, 


1 . , 
An diesr Stelle soll nochmals hervorgehoben werden, daB weder 


Kreatin noch Kreatinin beim Erhitzen mit starker Lauge Methylamin 
liefern. 

ae Yoshimura und Kanai, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 346, 1903; 
Pranz Kutscher und D. Ackermann, Zeitschr. f. Biol. 84, 181, 1926; Suwa, 
Zentralbl. f. Physiol. 22, 307, 1908. 
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so ergeben sich durch Umrechnung auf Methylguanidin bzw. Betain 
folgende Resultate!: 


Tabelle 11. 
100 g Muskel enthalten: 





Rochen Haifisch Kabeljau Karpfen 
Methylguanidin ... 0,0120 0,1893 0,0297 0,0078 
4s . ss 6s 0,2173 0,2607 0.1020 0.0142 


Aus dieser Tabelle geht vor allem hervor, daB der Haimuskel 
iiber bedeutende Mengen Meth ylguanidin und Betain zu verfiigen scheint. 
Wahrend der Betaingehalt des Rochenmuskels nicht weit hinter dem 
des Haimuskels zuriicksteht, ist sein Methylguanidinwert ein auffallend 
tiefer. Der Methylguanidingehalt des Kabeljaumuskels betrigt nur 
etwa ein Sechstel, der Betaingehalt ungefaihr die Halfte des ent- 
sprechenden Wertes des Haifischmuskels. 

Die zum Vergleich angefiihrten Methylguanidin- und Betainwerte 
des Karpfenmuskels deuten auch in dieser Hinsicht auf einen groBen 
Unterschied zwischea Seefisch- und FluBfisehmuskel hin. 

Die Mengenverhaltnisse des Rochen- und Haimuskels an_ vor- 
gebildeten Aminen haben wir in Tabelle III festgehalten. Es finden sich 
hier vergleichshalber die von uns gefundenen analogen Kabeljau- 
muskelwerte wieder. 

Tabelle 111. 
100 g Muskel. 





Ammoniak Methylamin Trimethylamin Trimethylamin- 
oxvd 
ea ere 0,0384 0,0465 0,1614 0,0167 
eas ore 0,4127 0,0228 0.1231 0.0199 
eee 0.5096 0,0102 0.1138 ~ 0,0241 


Der Selachiermuske] enthalt viel mehr praformiertes Ammoniak 
als der Teleostiermuskel (Kabeljau). Dagegen ist der Gehalt des Kabel- 
jaumuskels an vorgebildetem Methylamin viel gréBer als derjenige 
des Rochen- und des Haifischmuskels. Der von uns ermittelte Trimeth yl- 
aminwert des Hai- und des Rochenmuskels ist fast gleich groB und steht 
etwas hinter demjenigen des Kabeljaumuskels zuriick. Hingegen gehéren 
die von uns fiir den Selachier- und Teleostiermuskel gefundenen Tri- 
methylaminoxydwerte derselben GréBenordnung an. 


1 Zum Vergleich werden auch die entsprechenden, aus unserer ersten 
Mitteilung stammenden Werte vom Kabeljau- und Karpfenmuskel heran- 
gezogen. 
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F. A. Hoppe-Seyler und W. Schmidt! haben eingehende Untersuchungen 
iiber den Trimethylaminoxydgehalt des Muskels verschiedener Fischarten 
angestellt, und zwar haben sie neben zahlreichen Seefischmuskeln, von 
denen schon frither bekannt war, da sie Trimethylaminoxyd enthalten®. 
auch eine Anzahl] FluBfischmuskeln in den Kreis ihrer Untersuchungen 
einbezogen. Sie konnten unter peinlichster Einhaltung gleicher Arbeits 
bedingungen feststellen, da8 in den FluBfischmuskeln im Gegensatz zu den 
Seefischmuskeln weder Trimethylaminoxyd noch Trimethylamin vorgebildet 
vorhanden sind. Am auffallendsten gestaltete sich diese Feststellung bei 
der Untersuchung des Seeaals und des Flufaals, von denen der letzters 
keine Spur Trimethylaminoxyd enthalt. Daraus geht hervor, da® das 
Trimethylaminoxyd kein charakteristisches Stoffwechselprodukt einzelne: 
Tierfamilien darstellt, sondern daB dessen Auftreten von gewissen Faktoren 
bestimmt zu werden scheint. 

Ubrigens konnten wir iibereinstimmend mit diesen Feststellungen 
gelegentlich unserer Untersuchung des Karpfenmuskels im letzteren weder 
Trimethylaminoxyd noch vorgebildetes Trimethylamin finden. 

Hoppe-Seyier und Schmidt haben neben dem Trimethylaminoxyd- 
gehalt auch die Menge des praiformierten Ammoniaks und Trimethylamins 
einiger Seefische und des Haifisches ermittelt. Methylamin konnten sie 
nur einmal in geringen Mengen nachweisen. Diese Autoren geben an. 
daB in 100g Haifischmuskel 200 mg Ammoniak, 36 bis 50mg Trimethy}- 
amin und 557 mg Trimethylaminoxyd enthalten sind. Fiir andere Seetische 
fiihren sie einen Gehalt von 20 bis 25 mg Ammoniak, 7 bis 10 mg Trimethy]- 
amin und 70 bis 80 mg Trimethylaminoxyd pro 100 g Muskel an. 


Vergleicht man nun die von diesen Autoren gefundenen Werte mit 
den unserigen (siehe Tabelle III), so fallt vor allem der gewaltige Unter- 
schied im Trimethylaminoxydgehalt auf. Die von Hoppe-Seyler und 
Schmidt angegebenen Trimethylaminoxydzahlen iibertreffen die von 
uns gefundenen um ein Vielfaches. 


Dagegen kehrt sich das Verhaltnis um beim Vergleichen der Tri- 
methylamin- und Ammoriakzahlen. Wir haben sowohl im Selachier- 
als auch beim Teleostiermuskel viel mehr Trimethylamin undAmmoniak 
angetroffen als die erwaihnten Verfasser. 

SchlieBlich konnten wir nicht unerhebliche Mengen vorgebildeten 
Methylamins in beiden Muskelarten feststellen. 

Wie ist nun die groBe Diskrepanz zwischen den von Hoppe-Seyler 
und Schmidt ermittelten und den von uns gefundenen Werten zu ver 
stehen? 

Die Erklirung kann lediglich in der Beschaffenheit des unter- 
suchten Materials gesucht werden. Wahrend naimlich die genannten 


! Zeitschr. f. Biol. 87, 1, 1927; Sonderdruck aus den Verh. d. phys.- 
med. Ges. Wiirzburg, neue Folge, 58, Heft 1. 
2 Suwa, Pfiliigers Arch. 128, 421, 1909. 
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Autoren in der Lage waren, die Seefischmuskeln spitestens eine halbe 
Stunde nach dem Tode der Tiere zu verarbeiten, waren wir leider 
nur auf tote Fische angewiesen. Und wenn auch die letzteren im Winter 
und in Eis verpackt hertransportiert worden waren, so konnte letzten 
Endes doch das leicht zersetzliche Material wenigstens teilweise einer 
bakteriellen oder fermentativen Umwandlung anheimgefallen sein. 

Schon Suwa! konnte nachweisen, daB das Trimethylaminoxyd unter 
dem Einflu8 von Bakterien leicht zu Trimethylamin reduziert wird. 


Ahnliche Beobachtungen haben Ackermann, Poller und Linneweh? und vor 


3 


kurzem Grollmann® gemacht. 


So miissen wir annehmen, dais wir nur noch einen geringen Rest 
des urspriinglichen Trimethylaminoxydgehalts der von uns unter- 
suchten Seefischmuskeln zu fassen imstande waren, weil weitaus der 
gréBte Teil durch einen ReduktionsprozeB in Trimethylamin um- 
gewandelt worden war. 

Mit dieser Annahme scheint die Tatsache iibereinzustimmen, dab 
wir in allen Falien viel mehr Trimethylamin finden konnten als Hoppe- 
Seyler und Schmidt. 

DaB das Methylamin bisher nur vereinzelt im Seefischmuskel an- 
getroffen wurde, ist wohl nur so zu erklaren, daB die Bestimmung der relativ 
geringen Methylaminmengen neben grobBen Ammoniakmengen mit ziem- 
lichen Schwierigkeiten verbunden ist. 

SechlieBlich ware noch zu erwahnen, daB die im Vergleich zum 
Teleostiermuskel sehr hohen Ammoniakwerte des Selachiermuskels 
wohl durch den groBen Harnstoffgehalt dieser Tiere bedingt sein diirften. 
Durch vermutlich fermentative Zersetzung scheint der gréBere Teil 
des Harnstoffs in Ammoniak iiberzugehen. 

Die Frage, ob das Trimethylaminoxyd und das stets gemeinsam 
mit ihm aufgefundene Trimethylamin Stoffwechselendprodukte des 
Seefischmuskels darstellen und als solche entweder dem -Betain dieser 
Fische entstammen oder durch Methylierung von Ammoniak im 
Organismus der Seefische erst gebildet werden, oder ob schlieBlich 
beide methylierten Baser mit der Nabrurg aufgenommen werden, 
laBt sich zurzeit nicht ohne weiteres beantworten. 

Eine vor kurzem erschienene Arbeit von A. Grollmann* bedeutet 
sicherlich einen Fortschritt in der Erforschung dieses noch so dunklen 
Gebietes. Grollmann konnte feststellen, da der ganz trische Harn des 
Seeteufels (Lophius piscatorius) Trimethylaminoxyd in einer sehr hohen 
Konzentration neben geringen Mengen von Kreatin, Kreatinin und Amino 


1 Pfliigers Arch. 128, 421, 1909; 129, 231, 1909. 
2 Ber. 59, 2750, 1926. 

3 Journ. of biol. Chem. 81, 267, 1929. 
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siuren enthalt. Ammoniak, Harnstoff und Harnsaure waren nur in geringem 
Ma8e vertreten. Im frischen Harn wurde auch kein Trimethylamin nach- 
gewiesen. Blieb der Harn jedoch langere Zeit stehen, so nahm er eine 
alkalische Reaktion an und lieferte recht erhebliche Mengen von Trimethy1- 
amin. Der Autor nimmt an, daB diese Base, welche sicherlich im frischen 
Harn nicht vorhanden war, ihre Entstehung einer bakteriellen Reduktion 
des Trimethylaminoxyds verdanke. Weiter gibt der Verfasser seiner Uber- 
zeugung Ausdruck, daB obwohl bis jetzt noch nicht untersucht auch 
der Harn anderer Seefische, wie z. B. vom Hai und Hering, Trimethyl- 
aminoxyd enthalte. 

Beziiglich der Entstehung des Trimethylaminoxyds vermutet Groll- 
mann, daB dieses eines der Endprodukte des EiweiBstoffwechsels dar- 
stellt. Er weist auf die Médglichkeit seiner Bildungsweise aus Lecithin 
oder Betain hin, von welchen das letztere nach den Untersuchungen von 
Kutscher und Ackermann' im ganzen Tierreich weit verbreitet ist. Anderer- 
seits erklart er es nicht fiir ausgeschlossen, daB das Trimethylaminoxyd 
direkt mit der Nahrung aufgenommen werden kénne, da ja die kleinen 
Seefische und Crustaceen, von welchen sich der Seeteufel nahrt, Trimethy!- 
aminoxyd enthalten. 

Die wichtigste Folgerung, welche sich aus der Arbeit Grollmanns 
ergibt, besteht jedenfalls in der Tatsache, daB das Trimethylaminoxyd 
im tierischen Stoffwechsel nicht stark angegriffen wird und deswegen 
angeblich als Hauptausscheidungsprodukt im Harn des Seeteufels 
beobachtet werden konnte. Immerhin diirfte ein, wenn auch nur sehr 
geringer Teil des Trimethylaminoxyds im Seefischorganismus reduziert 
und entmethyliert werden, denn nur so kénnen die Befunde Hoppe- 
Seylers und Schmidts, welche Autoren Trimethylamin auch schon 
im ganz frischen Seefischmuskel nachweisen konnten, erklart werden. 
Auch gliickte es Suwa?, festzustelien, daB das Trimethylaminoxyd im 
lebenden Organismus teilweise entmethyliert werden kérne. 

Beziiglich der Bildungsméglichkeit des Trimethylaminoxyds aus 
Betain ist zu erwaihnen, daB es Kohlrausch*® im Kaninchenversuch 
tatsichlich gelungen ist, nachzuweisen, daB Betain in Trimethylamin 
iibergehen kann. Letzteres wiirde dann im Seefischorganismus zu 
Trimethylaminoxyd umgewandelt werden. 

In diesem Zusammenhang sei noch einmal hervorgehoben, daB sich der 
Seefischmuskel gegeniiber dem FluBfischmuskel durch einen auBerordent- 
lich hohen Betaingehalt auszeichnet, wie klar aus Tabelle II] hervorgeht. 

Uberblickt man also nochmals die Verhiltnisse beim FluBfisch- 
und beim Seefischmuskel, so ergibt es sich zwangslaufig, daB der Unter- 
schied der beiden Muskelarten im hohen Gehalt der Seefische an methy- 
lierten Basen begriindet ist. Wie schon oben erwahnt, gestaltet sich 


1 


e. 
l. ec. 
3 Zeitschr. f. Biol. 57, 273, 1912. 
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dieser Unterschied am sinnfalligsten bei dem von Hoppe-Seyler und 
Schmidt angefiihrten Beispiel des FluB- und des Seeaals. 


Jedenfalls scheint das auBere Milieu von ausschlaggebender Be- 
deutung fiir die Abwicklung der Lebensprozesse der Seetiere zu sein, 
sei es, da®B diese unter dem EjinfluB auBerer Bedingungen den Chemis- 
mus ihres Stoffwechsels gegeniiber der Norm vollkommen veraindern 
kénnen, sei es, daB die Zusammensetzung ihrer Nahrung diese ent- 
scheidende Rolle tibernimmt. 


Zieht man die erste, an sich schwer verstandliche Méglichkeit in 
Betracht, so mu$ man annehmen, dal der Organismus der NSeetiere 
durch ein besonders groBes Methylierungsvermégen gegeniiber dem FluBtier- 
organismus ausgezeichnet ist, denn nur so kann es zur Anhaufung von 
methylierten Basen wie Betain, Trimethylaminoxyd und Trimethyl- 
amin im Seefischorganismus kommen. 

Es hat jedoch wohl mehr fiir sich, anzunehmen, da} die Erndhrung 
der Seetiere wenigstens zum gréBten Teil fiir das gehdufte Auftreten der 
genannten Basen maBgebend sei. 

Auf die Klarung dieser Frage gerichtete Fiitterungsversuche an 
Fischen sind in Angriff genommen worden. 


Analytische Belege. 
I. Untersuchung des Rochenmuskels. 


1095 g Rochenmuskel werden durch die Fleischhackmaschine ge- 
trieben und mit Alkohol unter Zusatz von Salzséiure bis zur eben kongo 
sauren Reaktion wiederholt extrahiert.. Die Aufarbeitung geschieht nach 
der in der ersten Mitteilung gegebenen Methode. Ws werden schlieBlich 
250 ccm eines eiweiB- und phosphatidfreien Extrakts gewonnen, der die 
Gesamtsumme der vorgebildeten Amine als Chlorhydrate enthalt. 


Iccm dieses Extrakts entspricht 4,38 qa Muskel. 


Gesamtstickstoffbestimmung. 


l. leem Extrakt; 16,99 ccm n/10 Saure 


4,38 g Muskel enthalten. . ...... . 0,0238¢ N 
100 g ~ on ea a eee 

2. leem Extrakt; 16,89 ccm n/10 Saure 
4,38 g Muskel enthalten. ....... . 0.0236¢ N 
100g os i Fee hw, ee we 

3. leem Extrakt; 17,29 ccm n/10 Saure 
4,38 g Muskel enthalten. ....... . 0,0242¢ N 
100 g - ‘ —— gatas |e 


Mitte!wert: 100g Muskel enthalten. . . . . 0,5451g N 
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Bestimmung der praformierten Basen. 


Aus 20cem Rochenmuskelextrakt (entsprechend 87,6g Muskel) 
wurden die vorgebildeten Basen nach Folin! durch einen Luftstrom 
bei gewéhnlicher Temperatur ausgetrieben und in 2n-Salzsiure auf- 
gefangen. Die erhaltenen Chlorhydrate wurden gereinigt und zur Wagung 
gebracht. 

NH,Cl. 
87,6 g¢ Muskel lieferten 1,3562 g CH,N H., HCl, d.s. 1,5482 g in 100g Muskel. 
(CH;),N, HCl, 


87,6 g Muskel lieferten 0,1745 g (CH,),N, HCl, das sind 0,1992 g in 100 ¢ 
Muskel, 

daraus folgen 0,0292q9 (CH,),N-Stickstoff und 0,1231 g¢ Trimethylamin in 

100 ¢ Muskel. 

87,6 ¢ Muskel ergaben 1,1817 ¢ das sind 1,3490 g in 100 ¢ 


Muskel. 


NH,Cl 
CH,NH,, HCl, 


Methylimidanalysen. 


1. 20,015 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlor- 


hydrat aus 87,6 g Muskel lieferten 2,726 mg Ag J. 

Daraus berechnen sich 0,0529¢ CH,NH,, HCl in 100g Muskel und 
0,0110q CH,NH,-Stickstoff in 100g Muskel. 

2. 28,603 mg des Gemenges lieferten 3,438 mg AgJ. Daraus folgen 
0,0467 g CH,NH,, HCl in 100g Muskel und 0,0097 g CH, N H,-Stickstoff 
in 100q Muskel. 

Mittelwerte: 100 g¢ Muskel enthalten 0,0498 g CH,NH,, HCl, 0,0103 g 
CH,N H,-Stickstoff und 0,0228 g Methylamin. 


‘ 

Jerechnung des Salmiakgehalts. 
NH, 
CH,NH,, HCl 
— 0,0498 g CH,NH,, HCl ,, 100g 9 


1.3490 ¢ in 100g Muskel, 


= 1,2992 g NH,Cl in 100 g Muskel. 


Daraus folgen 0,3399 g NH,-Stickstoff in 100g Muskel und 0,4127 q 
Ammoniak in 100q Muskel. 


Verseifung des Muskelextrakts, Trennung und Bestimmung 
der entstandenen Basen und des Trimethylaminoxyds. 


Der von den vorgebildeten Basen befreite Extrakt aus 87,6 g¢ Muskel 
wurde mit 30°,iger Lauge verseift. Die entstandenen Amine wurden in 
2 n-Salzsaure aufgefangen, das Destillat eingeengt und der Riickstand nach 
erfolgter Reinigung gewogen. Nach der Vertreibung samtlicher fliichtiger 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 161, 1902/03. 
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Basen wurde der Destillationsriickstand zur Bestimmung des Trimethy1- 

aminoxyds mit Zinkstaub und Natronlauge destilliert. . 
NH,Cl 

87,6 g Muskel ergaben 0,2630 g CH,N H,, HCl, d.s. 0.3002 g in 100g Muskel, 
(CH,;),N, HCl 

87,6 g¢ Muskel ergaben 0.1555 g (CH,),N, HCl, das sind 0,1775 g in 100 ¢ 

Muskel, 
daraus folgen 0,0260 g (CH,), N-Stickstoff in 100q Muskel. 
N H,Cl 
® CH,NH,, HCI, ' 
Nach der Zinkstaubdestillation : 
87,6 g Muskel ergaben 0,0222 g (CH,),N, HCl, das sind 0,0199 g (C H,),N O 
und 0,0037 ¢ (CH,),N O-Stickstoff in 100q Muskel. 


87,6 ¢ Muskel lieferten 0,1075 1. s.0,1227 gin 100g Muskel. 


Methylimidanalysen. 

1. 12,927 mg des Gemenges von Salmiak und Methylaminchlorhydrat 
durch Verseifung aus 87,6g Muskel entstanden, lieferten 4,090 mg Ag J. 
Daraus folgen 0.0112 g CH,N H,, HClin 100g Muskel und 0,0023qg CH,NH, 
Stickstoff in 100q Muskel. 

2. 10,673 mg des Gemenges lieferten 3,547 mg AgJ. Daraus ergeben 
sich 0,0117 q CH,N4A,, HCl in 100 g Muskel und 0.0024 q CH,N H,-Stich 
stoff in 100q Muskel. 

Mittelwerte: 100g Muskel enthalten 0,01/4qg CH,NH,, HCl und 
00,0023 q CH, N H,-Stickstoff. 

Salmiakgehaltsbestimmung : 

NH, Cl 
CH,NH,, HCl 
0,0114gqg CH,NH,, HCl in 100g Muskel 
0.1085 q NH,Cl in 100g Muskel und 
0,0284g NFE',-Stickstoff in 100g Muskel. 


0.1199 ¢ in 100g Muskel 


Tl. U nte rsuchung de 8 Haifischmuskels. 
Bestimmung der praformierten Basen. 
100g zerkleinerten Haifischmuskels wurden einer Wasserdamprt- 
destillation unterworfen und die entweichenden Dimpfe in einer Vorlage 
mit 2n Salzséure aufgefangen. Das Destillat wurde eingeengt, der Riick- 
stand gereinigt und gewogen. 
N H,C! 
100 g Muskel lieferten 1,8106g ;CH,;NH,, HCl 
l(CH,),N, HCl 
100 g ” e 0,1840 g (CH,),N, HCl. 
Daraus folqe n 0.0270 g (C H,),N-Stickstoff in 100 q Muskel und 0.1138 g 
Trimethylamin in 100g Muskel. 


> NH,Cl 
100 g Muskel lieferten 1,6266 g CH.N H,, HCl. 


Methylimidanalysen. 


1. 15,702 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlor- 
hydrat aus 100g Muskel ergaben 0,8000 mg AgJ. Daraus ergeben sich 
0,0239 g CH,NH,, HCl und 0,0049 g CH,NH,-Stickstoff in 100 q Muskel. 
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2. 17,550 mg desselben Gemenges lieferten 0.778 mg AgJ. Daraus 
folgen 0,0208 g CH,;NH,, HCl und 0,0043 9g CH,NH,-Stickstoff in 100 q 
Muskel. 

Mittelwerte: 100g Muskel enthalten 0,0223 g CH,NH,, HCl, 0,0046 q 
CH,N H,-Stickstoff und 0,0102 g Methylamin. 

Salmiakge haltsherechnu ng: 


NH,Cl : - 
CH,NH,, HCl in 100g Muskel, 


0.0223 g CH,NH,, HCl in 100g Muskel 
1,6043 g NH,Cl in 100g Muskel. 


1.6266 g 


Daraus folgen 0.4197 g NH,-Stickstoff und 0,5096 gq Ammoniak in 
100g Muskel. 





Darstellung eines alkoholischen Auszuges aus dem 
Haifischmuskel. 


600 g Haifischmuskel wurden zerkleinert und unter Zusatz von ver- 
diinnter Salzsiure bis zur eben kongosauren Reaktion mit starkem Alkohol 
wiederholt extrahiert. Der Extrakt wurde wie sonst iiblich verarbeitet. 
Es wurden 300 ccm eines eiweiB- und phosphatidfreien Auszuges, der auch 
die Gesamtmenge der vorgebildeten Basen als Chlorhydrate enthalt, er- 


halten. JI ccm dieses Extrakts entspricht 2g Haimuskel. 


Gesamtstickstoffbestimmung. 


l. leem Extrakt; 13,41 eem n/10 Saure: 


2g@ Muskel enthalten. ........ . 0,0188¢ N 
1004 oi 0 ee ere ee re 
2. leem Yéxtrakt; 13,71 cem n 10 Saure: 
2g Muskel enthalten. .........0,0192¢g N 
100q = on revere tee err: Uk BY 0, 


Mittelwert: 100q Muskel enthalten 0,9492 9 N. 


Verseifung des alkoholischen Auszuges, Trennung und Be- 
stimmung der gebildeten Basen und des Trimethylaminoxyds. hy 
fo 





50cem Extrakt (entsprechend 100g Muskel) wurden mit 30°,iger 
Lauge verseift und die iiberdestillierenden Basen in 2n Salzséure auf- 
gefangen. Das Destillat wurde eingeengt und der Riickstand nach ent- 
sprechender Reinigung gewogen. Das Trimethylaminchlorhydrat wurde 
mittels Chloroform abgetrennt, der Methylaminchlorhydratgehalt des chloro- 
formunléslichen Gemenges mittels Methylimidanalyse ermittelt und der Sal- 
miakgehalt aus der Differenz errechnet. Die fiir den Salmiak, das Monomethy!- 
amin- und Trimethylaminchlorhydrat erhaltenen Werte stellen die Summe 
der vorgebildeten und der durch Verseifung entstandenen Amine dar. re 
Nach Abzug der in der oben beschriebenen, gesondert ausgefiihrten Be- 
stimmung ermittelten Werte der prdformierten Amine wurde der Gehalt 
der durch Verseifung gebildeten Amine errechnet. Der alkalische De- 
stillationsriickstand wurde zwecks Trimethylaminoxydbestimmung einer 
neuerlichen Destillation mit Zinkstaub unterwortfen. 
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100 g Muskel lieferten 


H,C1 Gesamtsumme der vorgebildeten 

2,8192 g {CH,NH,, HCl und durch Verseifung gebildeten 
(CH,),N, H¢ 1| Basen als Chlorhydrate 
pNH,C 

1,8106 g ;\CH,;N H,, HCl} vorgebildet. 
\(CH,),N, HCl 


NH,Cl 
1,0086 g }CH,NH,, HCl! 
(CH,),N, HCl 


100 g Muskel lieferten 





Chlorhydrate der durch Ver 


seifung entstandenen Basen. 


Summe des vorgebildeten und durch 
0,3972 g (CH,),N, HCl Verseiftung entstandenen Trimethyl- 
aminchlorhydrats. 
0,1840 g (CH,),N, HCl, vorgebildet. 


0,2132 g (CH,;),N, HCl, durch Verseifung entstanden. 
Daraus errechnen sich 0.0312 q (CH,),N-Stickstoff in 100q Muskel. 


100 g Muskel lieferten 


NH,C] 
2,4220 ¢ losers. —_ Summe, 
oe {NH,Cl ) 
1.6266 g \CH,NH,, HCl vorgebildet, 


_ (NH, Cl . 
O70! y = 7 4 r ‘rse re ade 
,7954 g \CH,NH,, HCl durch Verseifung gebildet. 
Nach der Zinkstaubdestillation: 100 ¢ Muskel fieferten 
0,0307 g (CH,),N, HCl, das sind 
0,0241g (CH;), N = O und 0,0045 9 (C H,),N = O-Stickstoff in 100 g Muskel. 


Methylimidanalysen. 

1. 30,359 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlor- 
hydrat (Gesamtsumme) aus 100 g Muskel lieferten 8,846 mg AgJ. Daraus 
folgen 

0,2033 g CH,NH,, HCl, Gesamtsumme, 

0,0223 g CH,NH,, HCl, vorgebildet 

0,1810 g CH,NH,, HCl, durch Verseifung gebildet in 100g 
Muskel. 

Daraus folgen 0,0375 g CH, N H,-Stickstoff in 100q Muskel. 

2. 29.321 mg des Gemenges lieferten 8,070 mg AgJ. Daraus_ er- 
rechnen sich 

0,1920 g CH,NH,, HCl, Gesamtsumme, 
0,0223 g CH,N H,, HCl, vorgebildet, 


0,1697 g CH,NH,, HCl, durch Verseifung gebildet in 100g 
Muskel. 
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Daraus folgen 0,0352q CH,N H,-Stickstoff in 100q Muskel. 


Mittelwerte: 100 g¢ Muskel enthalten 
0,1976 g CH,N H,, HCl, Gesamtsumme, 
0.1753 gq CH, N H,, H ( iL. durch Ve rse ifung ge bilde ® und 
0,0363 g CH,N H,-Stickstoff, durch Verseifung gebildet. 
Salmiakgehaltsbestimmung : 
2.4220 ¢ [NBC 
\CH,N H,, HCl 
0,1976 g CH,NH,, HCI, Gesamtsumme, 


CGesamtsumme, 


2,2244 g NH,Cl, Gesamtsumme, 
— 1,6043 g NH,Cl, vorgebildet, 
= 0,6201 g NH,Cl, durch Verseifung gebildet in 100g Muskel. 
Daraus folgen 0,1623gq NH,-Stickstoff, durch Verseifung gebildet in 
100g Muskel. 


Zusammenfassung, 


1. Es wurden die Muskeln vom Rochen und Haifisch nach den in 
der ersten Mitteilung gegebenen Methoden untersucht. Der Gehalt 
an praformierten Basen, wie Ammoniak, Methylamin und Trimethyl- 
amin, wurde bestimmt und die aus diesen Muskeln gewonnenen alkoholi- 
schen Extrakte einer Verseifung mit starker Lauge unterzogen. Schlieb- 
lich wurde der Trimethylamimoxydgehalt der Muskela dieser Fische 
ermittelt. 

2. Die Ammoniak, Trimethylamin- und Trimethylaminoxydwerte 
wurden mit den von Hoppe-Seyler und Schmidt angegebenen verglichen. 
Es ergibt sich hierbei ein kfasser Unterschied besonders in den Thi- 
methylamin- und’ Trimethylaminoxydzahlen, der seinen Grund in der 
verschiedenen Beschaffenheit des von den beiden Verfassern cinerseits 
und uns andererseits untersuchten Materials haben dirfte. 

Wir fanden viel weniger Trimethylaminoxyd und viel mehr Tri- 
methylamin als die genannten Autoren, was fiir die Annahme spricht, 
daB in unserem Falle das Trimethylaminoxyd durch einen bakteriellen 
oder fermentativen ProzeB gréBtenteils in Trimethylamin iibergegangen 
ist, zumal die Tiere, wiewohl in Eispackung hier angelangt, erst langere 
Zeit nach dem Tode untersucht werden konnten. 

3. Zum Unterschied von den bisherigen Angaben in der Literatur 
konnte Methylamin in nicht unbetrachtlicher Menge vorgefunden 
werden. 

4. Die Verseifung der Muskelextrakte vom Rochen und Haifisch 
ergab ein Gemenge von Aminen, welche quantitativ getrennt und 


bestimmt wurden und welche Riickschliisse auf den Methylguanidin- 
bzw. den Betaingehalt der untersuchten Muskeln gestatten. Hier sei 
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noch hervorgehoben, da8 der Betaingehalt des Seefischmuskels erheblich 
hdher ist als derjenige des FluBfischmuskels. 

5. Das Trimethylaminoxyd scheint eines der wichtigsten End- 
produkte des Stoffwechsels der Seefische zu sein. Es wird im Organismus 
der Seetiere nur zum geringsten Teil angegriffen und erscheint deswegen 
angeblich als Hauptausscheidungsprodukt im Harn derselben, wie 
Grollmann gelegentlich seiner Untersuchung des Seeteufels feststellen 
konnte. 

Eine kleine Menge des Trimethylaminoxyds scheint im Organismus 
der Seetische entmethyliert zu werden, 

6. Uber die Entstehung des Trimethylaminoxyds laBt sich noch 
nichts Sicheres aussagen. Jedenfalls scheint das Lebensmilieu der See- 
fische von ausschlaggebender Bedeutung fiw die Bildung dieser Sub- 
stanz zu sein. Auf die Klarung dieser Frage gerichtete Versuche sind 
im Gange. 


Uber das Auftreten von methylierten Stickstoffverbindungen 
im Seetang. 


Von 
Regine Kapeller-Adler und Tibor Csaté. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 31. Mat 1930.) 


Die Untersuchung der Seefische, welche ganz auffallende Ergeb- 
nisse zur Folge hatte, brachte uns auf den Gedanken, eine ahnliche 
Untersuchung bei Seepflanzen vorzunebmen. 

Was den Stickstoffstoffwechsel der héheren Pflanzen im allgemeinen und 
unsere Kenntnis iiber das Vorkommen der fliichtigen Amine in denselben 
im besonderen betrifft, so liegt eine umfassende und sehr interessante 
Arbeit von G. Klein und M. Steiner! vor, welche die Vorginge des Eiweib- 
abbaues in der héheren Ptlanze in ein neues Licht riickt. 

Anders verhalt es sich mit den Beobachtungen bei niederen Pflanzen. 
Hier existieren nur vereinzelte Angaben iiber das Auftreten fliichtiger 
Basen in den letzteren, welche dringend einer Nachforschung und Er- 
weiterung bediirfen. 

Bekanntlich 1a8t sich Trimethylamin im Mutterkorn?, weiter im Ge- 
treidebrand*, im Fliegenpilz, im Herrenpilz und in der Flechte Sticta 
fuliginosa* nachweisen. Klebahn® hat in manchen Blaualgen Methylamin 
vorgefunden. 

Wir haben unter den Seepflanzen den Seetang (Fucus vesiculosus 
und serratus) zum Gegenstand unserer Untersuchungen gewahlt. 
Auch dieses Untersuchungsmaterial wurde uns liebenswiirdigerweise 
von der ,,Nordsee-Dampffischerei‘‘ verschafft als jenes pflanzliche 
Material, welches in den Fangnetzen in gréBten Mengen hangen ge- 
blieben war. 

Zunachst wurde das Trockengewicht des Seetangs bestimmt. 
Hierauf wurde aus einer bestimmten Fucusmenge ein Extrakt durch 


Jahrb. f. wissenschaftl. Bot. 468, 4, 1928. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 11, 184, 1887. 
Jahresber. d. Chem. 4, 479, 1855. 


Ann. 1897, S. 297. 
Jahrb. f. wissenschaftl. Bot. 61, 535, 1922. 
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zweimaliges Auskochen mit Alkohol und darauf folgendes einmaliges 
Ausziehen mit Wasser hergestellt. Die vereinigten Extrakte wurden 
im Vakuum von Alkohol und Wasser befreit, der Riickstand in Wasser 
aufgenommen und auf ein bestimmtes Volumen gebracht. 

Es gelang uns nun nachzuweisen, da} aus diesem Extrakt durch 
Natronlauge schon in der Kadlte Basen frei gemacht werden kénnen; 
ein vorgehaltenes rotes, feuchtes Lackmuspapier wird augenblicklich 
geblaut. Es geniigt sogar, die Pflanze selbst der Einwirkung der kalten 
Natronlauge auszusetzen, um die Bliuung des roten Lackmuspapieres 
binnen kurzer Zeit zu erzielen. 

Wir unterwarfen sodann den erhaltenen Extrakt einer genaueren 
Untersuchung, indem wir aus einem aliquoten Teil desselben die fliich- 
tigen Basen nach Folin! durch einen Luftstrom bei gewé6hnlicher Tem- 
peratur austrieben und in Salzsiure aufnahmen. Wir konnten nach- 
weisen, daB die erhaltenen Chlorhydrate ein Gemenge von Salmiak, 
Methylamin- und Trimethylaminchlorhydrat darstellen. 

Wir fihrten auch eine quantitative Trennung und Bestimmung 
dieser Basenchlorhydrate aus und fanden folgende Mengenverhaltnisse : 


Tabelle. 


100 g Trockensubstanz enthalten: 





| 0,1016 | 
Ammoniak-N - -« - 0,0881 + 0,0940 Ammoniak .. . 0,1142 
| 0,0924 
0.0078 
| 0,0078 | 
Methylamin-N - 0,0095 , 0,0072 Methylamin . . . 0,0159 
| 0,0053 | : 
0.0055 } 
| 0,0149 
Trimethylamin-N - 0,0212 } 0,0202 Trimethylamin. . 0,0851 
| 0,0246 


Es zeigt sich, daB der Seetang ziemlich betrachtliche Mengen 
Ammoniak, Methylamin und Trimethylamin in Salzform enthalt. 
An welche Anionen diese Amine im Seetang gebunden sind, bleibt 
unentschieden. 

Die Entstehung dieser Basen laBt sich relativ leicht deuten. Benja- 
min Moore? gibt an, daB bei Fehlen aller anderen Stickstoffquellen 
Algen imstande sind, den elementaren Stickstoff der Luft zu binden 
und zu Protoplasmaeiwei®kérpern zu verarbeiten. Von den Pflanzen 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 161, 1902, 03. 
2 Chem. Centralbl. 1920, III, 389; Proc. Roy. Soc. London 91, 
201, 1920. 
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wei man weiter, da} sie sich durch eine auberordentlich grobe 
Methylierungsfahigkeit auszeichnen. So kénnten auch wohl im Seetang 
auBer Ammoniak methylierte Amine leicht entstehen. 

Neben diesen betriichtlichen, in praformiertem Zustande in Salz- 
bindung vorhandenen Basen lassen sich durch Verseifung in dem Materia] 
weitere Amine nur in Spuren nachweisen. Ob diese methylierten Basen 
in der lebenden Pflanze tatsichlich als soleche schon vorhanden sind 
oder ob sie etwa erst postmortalen Verinderungen ihre Entstehung 
verdanken, vermégen wir zurzeit nicht zu entscheiden, da uns nur 
totes, wenngleich in Eispackung befindliches Material zur Verfiigung 
stand. 

Analytische Belege. 
Trockengewichtsbestimmung. 

1.8527 g Substanz wurden im Brutschrank bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. Es resultierten 0,3071 g¢ Trockensubstanz. 

100 q feuchter Substanz entsprechen demnach 16,58 g Trockensubstanz. 


Darstellung des Extrakts aus Fucus. 
255g feuchten Seetangs (entsprechend 42,29g Trockensubstanz) 
wurden zweimal mit 96°,igem Alkohol und hierauf einmal mit Wasser 
extrahiert. Die vereinigten alkoholisch-wasserigen Ausziige wurden im 
Vakuum eingeengt, der Riickstand in Wasser aufgenommen und die Lésung 
vom Ungelésten durch Filtration getrennt. Es wurden schlieBlich 100 cem 
eines wiisserigen, griin gefarbten Auszuges erhalten 


leem entspricht 0,4229q Trockensubstanz. 


Qualitative Priifung auf fliichtige Basen. 

a) Einige Tropfen des Extrakts wurden auf einem Uhrglas mit einigen 
Tropfen Natronlauge versetzt, und es wurde rasch ein mit einem feuchten 
roten Lackmuspapier versehenes Uhrglas dariibergestiilpt. Nach wenigen 
Minuten farbte sich das Lackmuspapier intensiv blau. 

b) Aus einigen Kubikzentimetern des Extrakts wurden nach Folin 
mittels eines starken Luftstromes die fliichtigen Basen ausgetrieben und 
in 2n Salzsiure aufgefangen. Nach dem Einengen wurde der Riickstand 
gereinigt. Mittels Chloroform lieB sich ein Teil dieses Riickstandes ab- 
trennen, welcher durch Schmelzpunktsbestimmung (271 bis 275°) als 
Trimethylaminchlorhydrat identifiziert werden konnte. Mit Goldchlor- 
wasserstoffsiure entstand auch ein Goldsalz, dessen Methylimidanalyse 
auf die Verbindung (CH,),N, HCl. AuCl, schlieBen lie. 

3,604 mg dieses Goldsalzes lieferten 5,945 mg AgJ. 

(CH,),N, HCl. AuCl,, Ber.: 3CH,; = 11,28%. 
Gef.: 3 CH, = 10,56%. 

Im chloroformunléslichen Riickstand wurde neben Chlorammon 
Methylaminchlorhydrat mittels der Reaktion von T'salapatani' nach- 
gewiesen. 


1 Bull. de la soc. de Steinte din Bucaresci 16, 67, 1907. 
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Quantitative Bestimmung der praformierten Basen. 
30 cem des Extrakts (entsprechend 12,70 g Trockensubstanz) wurden 
im Folinschen Durchliiftungsapparat von den Aminen befreit und diese 
in 2n Salzsaure aufgefangen. 
12,70 g Trockensubstanz lieferten 
NH,Cl 
0,0733 g JOHN H,, 
\(CH,),N, HCl j substanz. 
0,0129 g (CH,;),N, HCl, das sind 0,1016g in 100g Trocken 
substanz. 
Daraus folgen 0,0149 g (CH,),N-Stickstoff in 100 q Trockensubstanz. 
12,70 g Trockensubstanz lieferten 
NH,Cl das sind 0,4260¢ in 100¢ 
CH,N H,, HCl Trockensubstanz. 


Hcl das sind 0,5772 g in 100 ¢g Trocken 


0,0541 g 


Meth ylimidanal ysen. 


1. 9,581 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlor- 
hydrat aus 12,70 g Trockensubstanz ergaben 2,956mg AgJ. Daraus folgen 
0,0378 g CH,N H,, HCl und 0,0078 g CH,N H,-Stickstoff in 100g Trocken- 
substanz. 

2. 10,885 mg des Gemenges lieferten 3,373 mg AgJ. Daraus ergeben 
sich 0,0380g CH,;NH,, HCl und 0,00789g CH,NH,-Stickstoff in 100g 
Trockensubstanz. 

Mittelwerte: 100g Trockensubstanz enthalten 

0,0379 g CH,N H,, HCl und 
0,0078 g CH,N H,-Stickstoff. 


Salmiakgehaltsbestimmung. 
NH,Cl 
l(c H,N H,, HCl 
— 0,0379 g CH,NH,, HCl in 100g Trockensubstanz 
0,3881 g NH,Cl in 100g Trockensubstanz. 
Daraus ergeben sich 0,1016 g NH,-Stickstoff in 100g Trockensubstanz. 


0,4260 ¢g | in 100g Trockensubstanz 


Parallelbestimmung. 
30ccm vom gleichen Extrakt ( 12,70 ¢ Trockensubstanz) wurden 
analog verarbeitet. 
12,70 g Trockensubstanz lieferten 
(XN H,Cl 
0,0734 g (CH,N Hg, 
(CH,),N, HC! | 
0,0184 g (CH,),N, HCl, das sind 0,1449¢ in 100g Trocken- 
substanz. 


Daraus folgen 0,0212 q (C H,),N-Stickstoff in 100 q Trockensubstanz. 


HA | das sind 0,5780¢ in 100¢ 
Trockensubstanz, 


12,70 g Trockensubstanz ergaben 
{NH,Cl ) das sind 0.3827 4 in 100 ¢ Trocken- 


),0486 . 
0.0686 g \CH,N H,, HCI) substanz. 
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Meth ylimidanalyse. 


9,565 mg des Gemenges aus 12,70 g Trockensubstanz lieferten 3,993 mg 
AgJ. Daraus berechnen sich 0,0460 g CH,N H,, HCl und 0,0095 g CH, N H,- 
Stickstoff in 100g Trockensubstanz. 


Salmiakgehaltsbestimmung. 
, . JNH,Cl : 
229 , , — ‘ 
0,3827 g \CH,NH,, HCI) in 100g Trockensubstanz 
0,0460 g CH,NH,, HCl in 100g Trockensubstanz 
0,3367 gNH,Cl in 100g Trockensubstanz. 
Daraus folgen 0,0881 gq NH,-Stickstoff in 100g Trockensubstanz. 


Paralleluntersuchung vom Seetang (Verseifung). 


Aus 145g Fucus (entsprechend 24,05 g Trockensubstanz) wurde, wie 
oben beschrieben, ein Extrakt dargestellt. Der erhaltene Auszug wurde 
unter Zusatz von starker Lauge destilliert, wobei als Vorlage wieder 2 n 
Salzsiure diente. Die erhaltenen Chlorhydrate wurden wie sonst auf- 
gearbeitet. 

24,05 g Trockensubstanz lieferten 
jN H,Cl 
\CHN HA, HCl . das sind 0,5468 g in 100g Trocken- 
(CH,),N, HCl substanz, 

0,0404 g (CH,),N, HCl, das sind 0,1680g¢ in 100g Trocken- 
substanz. 


0.1315 g 


Daraus ergeben sich 0,0246 g (C H,),N-Stickstoff in 100 g Trockensubstanz. 
24,05 g Trockensubstanz lieferten 
{NH,Cl das sind 0,3789 g in 100g Trocken- 


0,0911 g \CH,N x... _ substanz. 


Methylimidanalysen. 

1. 10,075 mg des Gemenges von Chlorammon und Methylaminchlor- 
hydrat aus 24,05 g Trockensubstanz lieferten 2,341 mg AgJ. Daraus folgen 
0,0254 g CH,NH,, HCl und 0,0053 g CH,NH,-Stickstoff in 100g Trocken- 
substanz. 

2. 13,932 mg des Gemenges ergaben 3,365 mg AgJ. Daraus errechnen 
sich 0,0264g CH,NH,, HCl und 0,0055g CH,NH,-Stickstoff in 100q 
Trockensubstanz. 

Mittelwerte: 100 g¢ Trockensubstanz enthalten 

0,0259 g CH,;N H,, HCl und 
0,0054 9 CH,NH,-Stickstoff in 100g Trockensubstanz. 


Salmiakgehaltsbestimmung. 


0,3789 g wll ial in 100g Trockensubstanz 


0,0259 g CH,NH,, HCl in 100g Trockensubstanz 
= 0,3530 g NH,Cl in 100g Trockensubstanz. 
Daraus folgen 0,0924q NH,-Stickstoff in 100g Trockensubstanz. 
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Zusammenfassung. 


1. Es wurde eine Untersuchung von Seetang (Fucus vesiculosus 
und serratus) in bezng auf einen etwaigen Gehalt an Aminen durch- 
gefiihrt und festgestellt, daB sich in diesen Seepflanzen Ammoniak, 
Methylamin und Trimethylamin in recht betrachtlichen Mengen in 
Salzform vorfinden. 


2. Es wurden auch die Mengenverhialtnisse dieser Amine in dem 


zum ersten Male nach dieser Richtung hin gepriiften Seetang fest- 
gelegt. 


3. Weitere Untersuchungen anderer See- und SiiBwasserpflanzen 
bezuglich ihres Amingehaltes sind im Gange. 


Untersuchungen iiber Erepsin*. 
Zur Frage seiner stereochemischen Spezifitat und seiner Einheitlichkeit. 


Von 
P. Rona und Th. Marsson. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1930.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Es sollte untersucht werden, ob wir es bei den peptidspaltenden 
Fermenten mit einer absoluten Spezifitat zu tun haben, d. h. ob die 
Widerstandsfahigkeit der einen Modifikation des Substrats dem Enzym 
gegeniiber eine vollstandige ist wie bei den Saccharasen, oder nur eine 
relative wie bei den Esterasen. Weiter war das Verhalten des pankrea- 
tischen Erepsins mit demjenigen des intestinalen zu vergleichen und 
gleichzeitig festzustellen, ob etwa zwischen den von verschiedenen 
Tierarten stammenden Fermenten sich Differenzen zeigen. Endlich 
blieb zu untersuchen, ob ein optisch aktives Dipeptid, das spaltbar ist, 
fiir sich allein in anderer Weise angegriffen wird als im Racemat, 
was wiederum einen RiickschluB erlauben wiirde auf die zweite Frage, 
ob wir es bei den Peptidasen mit einer Affinitats- oder mit einer Zerfalls- 
spezifitat zu tun haben!. 


Die zweite Hauptaufgabe war, zu einem inzwischen aufgetauchten 
Problem Stellung zu nehmen, nimlich zu der Frage, ob das Erepsin des 
Darms mehrere (wenigstens zwei) Dipeptidasen enthalt, und wenn dies 
der Fall ist, ob sich auf irgend eine Weise eine zum mindesten teilweise 
Trennung derselben erzielen laBt. Im anderen Falle waren die iibrigen 


* Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
1 Vgl. auch H. H. Weber und R. Ammon, diese Zeitschr. 204, 197 (1929). 
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zur Erklarung der beobachteten Erscheinungen aufgestellten Theorien 
zu diskutieren. 

Zum SchluB endlich ergaben sich im Verlauf der Arbeit einige 
Nebenprobleme, so vor allem das der Stabilisierung von Ferment- 
lésungen durch bestimmte Zusatze. Die Untersuchungen sind hier 
indessen nur als Ausgangspunkte fiir spitere Forschungen gedacht. 


I. Versuche zur stereochemischen Spezifitat. 

Es wurde die Einwirkung von Erepsinpraiparaten verschiedener 
Herkunft auf die drei optisch verschiedenen Modifikationen eines 
bestimmten Dipeptids (Glycyl-leucin, vgl. experimenteller Teil, S. 394) 
untersucht. Von den beiden stereoisomeren Leucinen kommt die 
d-Form in der Natur nicht vor; es war also anzunehmen, dab Glycyl-l- 
leucin spaltbar sein wiirde, Glycyl-d-leucin nicht. Wie die Versuche 
zeigten, war dies in der Tat der Fall?. 

Nun ergab sich jedoch die Frage, ob die Widerstandsfahigkeit der 
d-Form gegen Fermente tatsachlich eine absolute ist oder ob nicht bei 
sehr langer Versuchsdauer doch eine Einwirkung stattfindet. Das 
Problem war darum von besonderer Bedeutung, weil es neuerdings? 
gelungen ist, in einzelnen Fallen auch fiir solche Polypeptide, die natur- 
fremde Aminosiuren als Bausteine enthalten, Spaltbarkeit durch 
Erepsin nachzuweisen; allerdings handelte es sich in solchen Fallen 
bisher durchweg um mehrgliedrige Ketten. Es war nun zu untersuchen, 
ob der gleiche Effekt in geringerem Grade unter Umstanden auch bei 
Dipeptiden auftritt. 

Zur Priifung dieser Frage wurde Glycyl-d-leucin der tagelangen 
Einwirkung eines starken Fermentpraparats (Schweinedarm) unter- 
worfen: es trat jedoch nicht einmal spurenweise Hydrolyse auf, obwohl 
das gleiche Praparat bei der l-Form bereits in einer Stunde eine Spaltung 
von mehr als 50 (in einem zweiten Versuch sogar nahezu 80) °,, hervor- 
brachte (Versuch 1 und 2). Eine Spaltung von 2 °,, hatte fiir die d-Form 
bereits oberhalb der Fehlergrenzen gelegen : da eine solche aber innerhalb 
sechs Tagen nicht nachweisbar war (daB das Ferment so lange wirksam 
blieb, zeigte ein im experimentellen Teil nicht besonders aufgefiihrter 
Kontrollversuch), so kann man sagen, dai die Spaltung der |1-Form 
mindestens 4000 mal schneller vor sich geht als die der d-Form, was einer 
absoluten Resistenz der letzteren gleichkommt. Versuche mit Schweine- 
pankreas- und Rinderdarmerepsin hatten das gleiche Ergebnis (Ver- 


1 Vgl. hierzu auch P. A. Levene, R. E. Steiger und L. W. Bass, Journ. 
of biol. Chem. 82, 155, und zwar 156. 
2 Vgl. unter anderen E. Abderhalden und H. Mayer, Fermentforschung 


11, 143. 
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such 3 und 4), und auch beim Racemat ging die Hydrolyse nirgends iiber 
50°, hinaus (Versuch 5 bis 5b, Abb. 1). 
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Abb. 1. 
Spaltung von Glycyl-dl-leucin durch Schweinedarmerepsin 


Zur Erklarung der beobachteten Tatsachen bestehen nun zwei 
Moéglichkeiten. Man kann entweder annehmen, daB das Ferment 
iiberhaupt keine Affinitat zu dem nicht spaltbaren Isomeren besitzt, 
oder aber, daB zwar eine Affinitat besteht und auch eine Verbindung 
zwischen Ferment und Substrat zustande kommt, diese jedoch innerhalb 
der Versuchszeit nicht zum Zerfall gelangt. Zwischen beiden Deutungen 
1aBt sich entscheiden, wenn man der |-Form eine bestimmte Menge des 
optischen Antipoden hinzufiigt und priift, ob der Zusatz die Geschwindig- 
keit der Spaltung andert. Falls die nicht spaltbare Form eine Affinitat 
zum Ferment aufweist, wird sie einen Teil desselben festhalten und der 
Wirkung auf das andere Isomere entziehen, so daB also dessen Hydrolyse 
verzégert wird. Im entgegengesetzten Falle wird kein EinfluB zu be- 
merken sein!. 

Um diese Frage zu entscheiden, wurde zunachst die Spaltung der 
l-Verbindung mit derjenigen des Racemats verglichen. Es ergab sich fiir 
Pankreaserepsin eine namentlich im Anfang erheblich schnellere 
Hydrolyse der isolierten 1-Verbindung gegeniiber derjenigen des 
Racemats? (Versuch 6, Abb. 2). Um den an und fiir sich wenig wahr- 
scheinlichen Einwand zu entkraften, daB die beobachtete Verzégerung 
der Spaltung des Racemats nur eine scheinbare und dadurch vorge- 
tiuscht sein kénnte, daB die Hydrolyse der |-Komponente in demselben 


1 Vgl. auch H. H. Weber und R. Ammon, a. a. O., und die dort zitierte 
Literatur. 

2 DaB auch der beobachtete Endwert beim Racemat betrachtlich 
niedriger lag als bei der freien l-Form, riihrt wohl daher, daB die verwandten, 
nicht allzu starken Fermentpriparate unwirksam wurden, bevor fiir das 
Racemat das Ende der Spaltung erreicht war. Theoretisch miiBte det 
Endwert in beiden Fallen der gleiche sein. 
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nicht verzégert, sondern nur fiir die polarimetrische Beobachtung ver- 
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deckt wird durch eine parallellaufende geringere Spaltung der d-Form, 
wurde der Versuch nach einer anderen Methode wiederholt. Wir wahlten 
hierfir die Titration der freigelegten NH,-Gruppen nach Linderstrem- 
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Lang (vgl. experimenteller Teil). Es ergab sich das gleiche Resultat wie 
ich bei der polarimetrischen Beobachtung; in beiden Fallen verlief die 
n, Hydrolyse der 1-Form im Racemat betrachtlich langsamer als im 
i freien Zustande (Versuch 7, Abb. 3), und auch bei Verwendung von 
er 


Darmerepsin zeigte sich der gleiche Effekt (Versuche 8 und 9, Abb. 4 
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und 5); da auBerdem der Verlauf der Kurven fiir beide Fermente 
fast véllig iibereinstimmt, haben wir hierin einen neuen Wahrschein- 
lichkeitsbeweis fiir die Identitat des pankreatischen mit dem 
intestinalen Erepsin vor uns!. 
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Abb. 5. 
Spaltung von Glycyl-l- und -dl-leucin durch Darmerepsin. 


Zum SchluB wurde noch ein Versuch angestellt , bei dem die l-Form 
mit wechselnden Zusaétzen der d-Form versehen wurde. Es ergab sich, 
daB die Hemmung mit der Menge des Zusatzes wachst : in einer Lésung, 
die mit einem Teil l-Verbindung und drei Teilen d-Verbindung angesetzt 
worden war, blieb der Héchstbetrag der Spaltung um ein Drittel hinter 
dem bei der isolierten l-Form erreichten zuriick (Versuch 11, Abb. 6). 
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Abb. 6. 
Spaltung von Glycyl-l-leucin mit wechselnden Zusitzen der d-Form durch Darmerepsin. 








Im folgenden seien die erhaltenen Resultate zusammengefaBt : 

1. Von den optisch aktiven Glycyl-leucinen wird die d-Form nicht 
oder doch mindestens 4000mal langsamer von Schweinedarmerepsin 
gespalten als die 1-Form; Schweinepankreas- und Rinderdarmerepsin 
verhalten sich ebenso. Im Racemat wird gleichfalls nur die 1-Form 
angegriffen. 

2. Die Hydrolyse der l-Form geht im Racemat langsamer vor sich 
als bei der isolierten Verbindung; Pankreas- und Darmerepsin verhalten 
sich auch hier gleichartig. 


1 BE. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter gelangten auf anderem Wege 
zu dem gleichen Ergebnis (E£. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 147, 307). 
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3. Wird die 1|-Form mit wechselnden Zusatzen der d-Form 
versehen, so wachst die Hemmung der Hydrolyse mit der Menge 
des Zusatzes. 


II. Versuehe zur Frage der Einheitlichkeit des Darmerepsins. 

Nachdem es zunachst beim Trypsin als dem ersten der drei Fermente 
des tierischen Verdauungstrakts gelungen war, dasselbe in zwei Kompo- 
nenten mit verschiedener Wirkung zu trennen!, war es von besonderem 
Interesse zu erfahren, ob auch fiir das Erepsin eine Aufteilung in mehrere 
Bestandteile méglich ist. In der Tat gliickte es Waldschmidt-Leitz und 
Mitarbeitern?, das Ferment durch fraktionierte Adsorption an Fe(OH), 
in zwei Komponenten, eine Di- und eine Polypeptidase, zu zerlegen. 
Etwa gleichzeitig tauchte die Frage auf, ob vielleicht auch die Di- 
peptidase selbst wieder komplex ist; der eine Bestandteil derselben sollte 
iiberwiegend auf die Spaltung des Leucylglycins, der andere auf die- 
jenige des Glycylglycins eingestellt sein, und es wurden auch Versuche 
angestellt, eine teilweise Trennung der vermuteten beiden Ferment- 
individuen zu erzielen®. Von anderer Seite wurde angenommen, daB die 
beobachtete Verschiebung des Spaltungsverhaltnisses fiir die genannten 
Substrate nur durch die partiell hemmende Wirkung der Begleitstoffe 
des Ferments verursacht wird und das Enzym selbst einheitlich ist‘. 
Es galt nun, durch neue Versuche zu der Frage Stellung zu nehmen. 

Die versuchten Wege zur Trennung der Glycylglycin spaltenden von 
der itiberwiegend auf Leucylglycin eingestellten Aktivitat waren im 
wesentlichen zwei. Es war zunachst beobachtet worden, dali beim 
Auszug des enzymhaltigen Materials mit verschiedenen Extraktions- 
mitteln und unter wechselnden Bedingungen das Verhaltnis der 
Spaltungsgeschwindigkeiten fiir die beiden angewandten Substrate 
gleichfalls wechselt®; auBerdem, hatte man gefunden, daB bei der Auf- 
bewahrung wisseriger Fermentlésungen die Wirksamkeit gegeniiber 
Glycylglycin rascher abzunehmen pflegt als diejenige gegen Leucyl- 
glycin®. In der vorliegenden Arbeit wurden beide Wege neu beschritten 
und zugleich gepriift, ob tatsachlich in jedem Falle eine Trennung 
erzielbar ist oder aber ob die veréffentlichten Ergebnisse sich einfach aus 
den zufalligen Versuchsbedingungen erklaren lassen. In der Tat erwies 
sich die zweite Annahme als die aller Wahrscheinlichkeit nach richtige. 

1 E. Abderhalden und O. Herrmann, Fermenttorschung 10, 474; 
— und E£. Schwab, a.a.O. 8. 478; und W. Zeisset, a. a. O. S. 481. 

2 E. Waldschmidt-Leitz, A. K Balls und J. Waldschmidt-Graser, Ber. a. 
Deutsch. chem. Ges. 62, 956. 

8 K. Linderstrem-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 151. 

4 W.Grassmann und L. Klenk, ebendaselbst 186, 26, und zwar S. 28. 


5 K. Linderstrem-Lang, a.a.O. 8S. 153f. und 160f. 
6 A.a.O. S. 158f. 
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Es wurde also zunachst gepriift, ob sich vielleicht durch fraktionierte 
Extraktion von Trockenpulver aus Darmschleimhaut mit verschiedenen 
Lésungsmitteln eine teilweise Trennung der beiden angenommenen 
Komponenten erzielen laBt!. Auf Grund der Feststellung, daB Glycerin 
ausziige bei tagelangem Stehen iiber dem Extraktionsgut an Aktivitat 
zunehmen?, war die Méglichkeit einer solchen Trennung nicht von der 
Hand zu weisen. Die angestellten Versuche bewiesen jedoch, dab 
dieselbe auch bei sehr kurzer Extraktionszeit weder mit Wasser noch mit 
Glycerin erreichbar ist; schon nach wenigen Minuten hatte das mit dem 
Trockenpulver geschiittelte Lésungsmittel die maximale Aktivitat gegen 
beide Substrate. Die von Linderstrem-Lang beobachtete Aktivitats- 
zunahme der Glycerinsuspension ist also wohl auf Selbstaktivierung 
zuriickzufiihren?. 


Bemerkenswert ist ferner, daB der Quotient der Aktivitaten gegen 
beide Substrate‘ fiir Wasser und Glycerin praktisch den gleichen Betrag 
zeigte ; der betrachtlich niedrigere Wert, den Linderstrem-Lang fiir einen 
wiasserigen Rohauszug erhielt5, diirfte ein Zufallswert sein und daher 
riihren, daB der verwandte Auszug zur Zeit des ersten damit angestellten 
Versuchs immerhin schon einen Tag alt war: wasserige Ausziige zeigen 
aber gerade in den ersten Tagen ein betrachtliches Schwanken der 
Aktivitat (vgl. Versuch 14 dieser Arbeit). 


Es galt nun, die zweite der beobachteten Verschiebungen des 
Aktivitatsverhaltnisses, namlich die beim Altern wasseriger Lésungen 
auftretende, auf ihre Ursachen hin zu priifen. Ist dieselbe eine Eigen- 
schaft des Ferments selbst, etwa in dem Sinne, daB das letztere zwei 
verschiedene Bestandteile enthalt, von denen der eine bei der Auf- 
bewahrung zerstért wird, so muB sie in jedem Falle zu beobachten sein 
und darf durch die Natur des Lésungsmittels sowie durch den Reinheits- 
grad des Fermentes héchstens qualitativ beeinfluBt werden. Haben wir 
es dagegen mit einem nur von den Begleitstoffen verursachten Effekt zu 
tun, so wird sich derselbe in gereinigten Priparaten wenig oder gar nicht 
geltend machen, und auch bei Anwendung verschiedener Lésungsmittel 
werden sich Unterschiede zeigen, je nachdem dieselben viel oder wenig 
Proteinsubstanz aufzunehmen vermégen. Es war also einerseits das 


1 A.a.O. 8S. 153. 
2 A.a.O. S. 160. 
3 Vgl. auch Versuche 15 und l5a dieser Arbeit. 


x 
4 Im folgenden als ( ‘| bezeichnet, wobei x, die Aktivitaét gegen 
x 
te 
Glyeylglyein, 2, diejenige gegen Leucylglycin und n die Versuchszeit in 


Minuten bezeichnet. 
5 A.a.O. 8S. 159, Tabelle ITT. 
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Verhalten gereinigter und ungereinigter Fermente, andererseits dasjenige 
von wasserigen Ausziigen mit dem der Glycerinextrakte zu vergleichen 

An erster Stelle wurde ein wisseriger Rohauszug von Trocken- 
pulver aus Darmschleimhaut untersucht. Es zeigte sich fiir die Aktivitat 
gegen Leucylglycin ein starkes Schwanken wahrend der Aufbewahrungs- 
zeit, fiir diejenige gegen Glycylglycin eine ziemlich konstante Abnahme 
der Quotient x, x, nahm nach anfanglichem Schwanken gleichfalls 
ab und war im Laufe einer Woche auf ein Fiinftel seines Anfangswertes 
gesunken (Versuch 14). Die Beobachtungen von Linderstrem-Lanq! 
zeigten sich also bestatigt. Nahm man jedoch an Stelle des Rohauszugs 
eine durch Adsorption und Elution gereinigte Lésung, so waren die 
Verhaltnisse ganzlich andere: Die Aktivitaét gegen Glycylglycin nahm 
hier nur im Anfang ab, um spater sogar eine betrichtliche Zunahme 
zu erfahren: in der dritten Woche nach Versuchsbeginn hatte die 
Aktivitaét etwa das Dreifache ihres Anfangswertes erreicht. (Letztere 
Erscheinung diirfte wohl auf den allmahlich erfolgten Abbau von 
urspriinglich in der Lésung vorhandenen Hemmungskorpern zuriick- 
zufiihren sein und zeigt, daB deren Vorhandensein oder Fehlen selbst 
in gereinigten Lésungen noch eine groBe Rolle spielt (Versuche 15 
und 15a). Ein zweiter, in analoger Weise mit gereinigtem Pankreas- 
erepsin angesetzter Versuch ergab gleichfalls keine Abnahme des Ak- 
tivitatsquotienten bei der Alterung (Versuch 16). 


Zur Priifung des Verhaltens von Glycerinausziigen wurde die 
Wirkung eines 13 Monate lang bei + 9° aufbewahrten Extrakts mit 
derjenigen eines frischen Auszuges verglichen. Es zeigte sich, dab 
trotz der langen Dauer der Aufbewahrung der alte Extrakt sogar noch 
eine starkere Glycyiglycinspaltung aufwies als der frische: auf jeden 
Fall war von einer Abnahme derselben nichts zu bemerken. Der 
Aktivitatsquotient ergab selbst einen Wert, der noch tiber dem von 
Linderstrem-Lang? fiir einen frischen Extrakt gefundenen Maximalwert 


Xy ‘ : . : ; 
lag | = 0,43 (Mittel aus zwei Bestimmungen), bzw. 0,42: in der 
xX) 


10 


vorliegenden Arbeit wurde fiir einen frischen Auszug (**) zu 0,31 
Xr] a 
bestimmt (Versuch 17). Auch beim Stehenlassen eines frischen Glycerin- 
auszuges fand innerhalb der Versuchszeit nicht nur keine Abnahme, 
sondern sogar eine betrachtliche Zunahme des Aktivitatsquotienten 
statt (Versuch 18). Fiir den Befund von Linderstrem-Lang*, nach 


1 A.a.Q. S. 159. 
2 A.a.O. 8. 161. 
3 A.a.O. S. 163. 
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dem ein 2 Jahre alter Pankreasauszug fast keine Wirkung auf Glycyl- 
glycin zeigte, wire also nach einer anderen Erklarung zu suchen; sie 
ist wohl darin zu finden, daB Pankreasextrakte zumeist einen gréBern 
Gehalt an Begleitstoffen aufweisen als solche aus Darmschleimhaut; 
ware also ein solcher Auszug an Stelle des erwahnten angewandt worden, 
so hatte man aller Wahrscheinlichkeit nach auch keinen Unterschied 
gegeniiber einem frischen Extrakt bemerkt. 

Zusammenfassend kénnen wir also folgendes sagen: 

1. Durch fraktionierte Extraktion von Trockenpulver aus Darm- 
schleimhaut mit verschiedenen Lésungsmitteln ist keine Trennung 
in verschiedene Bestandteile erreichbar. Der Quotient der Aktivitaten 
gegen Leucylglycin und Glycylglycin ist fiir Wasser- und Glycerin- 
ausziige der gleiche. 

2. Eine konstante Abnahme der Aktivitat gegen Glycylglycin 
relativ zu derjenigen gegen Leucylglycin bei der Aufbewahrung findet 
nur in ungereinigten wisserigen Fermentlésungen statt: gereinigte 
Praparate sowie Glycerinextrakte zeigen die Erscheinung nicht. Wir 
haben dieselbe also aller Wahrscheinlichkeit nach nicht als eine Eigen- 
tiimlichkeit des Ferments selbst, sondern nur als Wirkung der be- 
gleitenden Verunreinigungen aufzufassen. 

Zu einer Annahme zweier verschiedener Dipeptidasen im Erepsin 
liegt infolgedessen kein AnlaB vor. 


Ill. Versuche iiber Stabilisierung von Fermentlésungen. 


Die Untersuchungen, iiber die im vorigen Abschnitt berichtet 
worden ist (Haltbarkeit von Fermentlésungen in verschiedenen Medien), 
hatten dazu gefiihrt, das noch wenig erforschte Gebiet der Stabilisierung 
von Enzymen, wie sie in gewissen Fliissigkeiten (insbesondere Glycerin) 
auftritt, durch einige Versuche etwas naher zu beleuchten. Nachdem 
festgestellt worden war (Versuche 14 bis 16), daB die Reinigung der 
Fermente ihre Haltbarkeit in vielen Fallen nicht nur nicht schwacht, 
sondern unter Umstainden durch Beseitigung der Hemmungskoérper 
sogar recht betrachtlich erhéht, schien die Frage nicht unberechtigt, 
ob nicht vielleicht auch die genannte ,,Stabilisierung’ nur darauf 
beruht, daB in dem betreffenden Medium die Hemmungskérper (etwa 
durch Uberfiihrung in einen anderen kolloiden Zustand oder einen 
ahnlichen Vorgang) in ihrer Wirkung beeintrachtigt werden. 


Eine Entscheidung iiber diese Frage war nun auf doppeltem Wege 
moéglich. Einmal galt es festzustellen, ob ein Stabilisierungsmittel 
auch in gereinigten Fermentlésungen seine Wirksamkeit zu entfalten 
vermag; liegt nimlich keine eigentliche Stabilisierung, sondern nur 
eine Paralysierung der Hemmungskérper vor, so wird die GréBe des 
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Effektes stark vom Reinheitsgrad der Losung abhangig sein. Auberdem 
wird in diesem Falle der Zeitpunkt, in dem die Fermentlésung mit 
dem Stabilisierungsmittel versetzt wird, keinerlei EinfluB auf dessen 
Wirksamkeit haben, wahrend im entgegengesetzten Falle die Stabili- 
sierung naturgemaB um so wirksamer sein muB, je friiher der Zusatz 
vorgenommen wird. Nebenbei war es von Interesse zu untersuchen, ob 
einige den bekannten Stabilisierungsmitteln chemisch nahe verwandte 
Stoffe gleichfalls eine stabilisierende Wirkung zeigen, und endlich 
schien es nicht ohne Bedeutung, iiber die Wirkungsweise der ersteren 
einmal einen wenigstens ungefahren quantitativen Vergleich an- 
zustellen. 

Zur Priifung dieser Frage wurde zunachst eine durch Adsorption 
und Elution gereingte Lésung von Darmerepsin mit Glycerin versetzt 
und gepriift, ob eine Wirkung auftrat; ein Parallelansatz wurde mit 
Glykol gemacht, dessen stabilisierende Wirkung bereits untersucht 
war!. In der Tat ergaben beide Zusitze einen nicht unbedeutenden 
Effekt; die mit Glycerin versetzte Lésung zeigte nach 3 Wochen 
langer Aufbewahrung bei Zimmertemperatur noch eine etwa doppelt, 
die mit Glykol versetzte eine ungefahr anderthalbmal so grobe 
Aktivitaét gegen Glycylglycin wie eine ohne Zusatz aufbewahrte 
(Versuch 19). In einem mit Erythrit als dem nachsthéheren Homo- 
logen des Glycerins gemachten Ansatz war jedoch keine Stabilisierung 
zu bemerken (Versuch 20): offenbar sind also die physikalischen 
Eigenschaften eines Stoffes von gréBerer Bedeutung fiir seine stabili- 
sierende Wirkung auf Fermente als die chemischen, und es ware von 
Interesse, die Untersuchungen mit solchen Stoffen fortzufiihren, die 
chemisch mit Glycerin nichts gemein haben, ihm aber in ihren 
physikalischen Eigenschaften (Viskositat usw.) ahneln 

Weiter wurde eine gereinigte Erepsinlésung zu verschiedenen 
Zeiten mit Glycerin versetzt und gepriift, ob der Zeitpunkt des Zusatzes 
von Bedeutung ist. Es zeigte sich in zwei Versuchen, daB die sofort bei 
ihrer Herstellung mit Glycerin versetzten Lésungen nach Ablauf eines 
Monats eine nahezu doppelt so starke Aktivitat aufwiesen wie die- 
jenigen, die erst am Ende der Aufbewahrungszeit mit dem Zusatz 
versehen worden waren. Es hatte also eine wirkliche Stabilisierung 
stattgefunden (Versuche 21 und 22). 


Zusammenfassung, 


1. Von den beiden optisch aktiven Formen eines Dipeptids (Glycyl- 
leucin) wird die eine Modifikation (die d-Form) nicht oder doch minde- 
stens 4000mal langsamer von Schweinedarmerepsin gespalten als die 


1 Vgl. H. v. Euler, Lehrb. d. Enzyme I., 3. Aufl., 8. 16. 
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andere: Schweinepankreas- und Rinderdarmerepsin verhalten sich 
ebenso. Im Racemat wird gleichfalls nur die eine Form angegriffen. 

2. Die Hydrolyse der spaltbaren Form erleidet im Racemat eine 
Verzégerung gegeniiber der isolierten Verbindung; Pankreas- und 
Darmerepsin verhalten sich auch hier gleichartig. Es muB also eine 
Affinitat des Ferments auch zur d-Form angenommen werden. Wenn 
trotzdem auch nicht die geringste Spaltung der d-Form beobachtet 
wird, so laBt dies darauf schlieBen, daB die Zerfallsgeschwindigkeit 
des Zwischenproduktes Ferment-d-Verbindung unendlich klein ist. 

3. Eine der im Racemat beobachteten analoge Hemmung tritt ein, 
wenn die spaltbare Form mit wechselnden Zusatzen der nicht spaltbaren 
versehen wird; die Hemmung wichst mit der Menge des Zusatzes. 

4. Durch fraktionierte Extraktion von Trockenpulver aus Darm- 
schleimhaut mit verschiedenen Lésungsmitteln ist keine Trennung in 
verschiedene Bestandteile erreichbar. Der Quotient der Aktivitaten 
gegen Leucylglycin und Glycylglycin ist fiir Wasser- und Glycerin- 
ausziige der gleiche. 

5. Eine konstante Abnahme der Aktivitat gegen Glycylglycin 
relativ zu derjenigen gegen Leucylglycin bei der Aufbewahrung findet 
nur in ungereinigten wiasserigen Fermentlésungen statt; gereinigte 
Praparate sowie Glycerinextrakte zeigen die Erscheinung nicht. Wir 
haben dieselbe also aller Wahrscheinlichkeit nach nicht als eine Eigen- 
tiimlichkeit des Ferments selbst, sondern nur als Wirkung der be- 
gleitenden Verunreinigungen aufzufassen. 

Zur Annahme zweier verschiedener Dipeptidasen im Erepsin liegt 
kein AnlaB vor. 

6. Die Stabilisierung von Erepsinlésungen durch Glycerin und 
Glykol ist auch bei gereinigten Praparaten zu beobachten. Die stabili- 
sierende Kraft des Glycerins ist etwa doppelt so groB wie die des Glykols ; 
Erythrit iibt keine Wirkung aus. Die stabilisierende Fahigkeit eines 
Stoffes ist also anscheinend mehr durch seine physikalischen als durch 
seine chemischen Eigenschaften bedingt. 

7. Der Zeitpunkt, in dem eine Fermentlésung mit dem Stabili- 
sierungsmittel versetzt wird, ist von maBgebender Bedeutung fiir seine 
Wirkung: es findet also offenbar eine wirkliche Stabilisierung des 
Ferments statt und nicht nur eine Paralysierung der seine Aktivitat 
herabsetzenden Hemmungsk6rper. 


Experimenteller Teil. 


I. Versuche zur stereochemischen Spezifitiat. 
Als Substrat wurde iiberall Glycylleucin angewandt; dieses Dipeptid 
hat vor anderen den Vorzug, in Wasser besonders leicht léslich zu sein und 
durch Fermente rasch, durch Alkali dagegen sehr langsam gespalten zu 
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werden?!; die Eigenhydrolyse kann hier selbst bei Versuchsdauern von vielen 
Tagen fiir den angewandten py vernachlassigt werden. Es kristallisiert 
auBerdem gut und ist daher leicht in reinem Zustande zu erhalten. Die 
Darstellung erfolgte fiir alle drei Modifikationen die d-Verbindung ist 
in der Literatur bisher nicht naher beschrieben ?* nach der von E. Fischer® 
fiir die l-Form gegebenen Vorschrift; die Aminierung wurde auch bei der 
racemischen Form in der Kalte vorgenommen‘. 

Der Verlauf der Spaltung wurde teils polarimetrisch, teils durch 
Titration der frei werdenden NH,-Gruppen mit alkoholischer HC] 
vertolgt. 


' EB. Abderhalden und H. Sickel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 170, 143. 

2 Glycyl-d-leucin, aus Wasser mit Alkohol gefallt, bildet  diinne, 
glanzende Blattchen von ziemlich intensiv bitterem Geschmack. Schmelz- 
punkt 231° (unkorrigiert; von etwa 225° an tritt starke Briunung auf). 
Der absolute Wert fiir («)) wurde eine Wenigkeit héher gefunden als der 
von E. Fischer fiir. die 1-Form angegebene (bei gleicher Konzentration der 
Lésung, 0,21 gin 5cem). In zwei Versuchen ergab sich (a) 36,0° + 0,3° 
und (%)% + 35,7° + 0,3°; E. Fischer fand fiir die 1-Form («)%) 35,0° 
Ann. d. Chem. 365, 170). Erwahnt ist die d-Verbindung bei FE. Abderhalden 
und R. Haas, Zeitschr. f. physiol. Chem. 155, 203. 

3 BE. Fischer und A. Steingroever, Ann. d. Chem. 365, 169. 

4 Die beste Ausbeute ergab sich bei portionsweisem Eintragen der 
gepulverten Chloracetylverbindung in die zehnfache Menge eisgekiihlten 
25°, igen Ammoniaks, 6 bis 7 Tage langem Stehen bei Zimmertemperatur 
und Eindampfen im Vakuum. Der Riickstand wurde nach LE. Fischer 
weiterverarbeitet. 

5 K. Linderstrem-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 173, 32. Es ergaben 
sich in vor Beginn der Arbeit angestellten besonderen Versuchen fiir die 
zum Studium der Peptidhydrolyse am haufigsten angewandten vier Methoden 
folgende mittlere Fehler der Einzelbestimmung (in Prozenten der Differenz 
zwischen den fiir eine Hydrolyse von 0 und 100°,, gefundenen Werten): 





Mittlerer 


Methode ! Fehler 
Bestimmung des Amino-N nach van Slyke... ....... +1 —1,5 
s » oe - — Bemerememtae .. 4s +. + 0,25—0,5 
‘ der COOH-Gruppen nach Willstidtter - Waldschmidt 
eM ee i Pee UE Se ew, nee eee 0.5 l 
Polarimetrische Methode .... . a ao ee ee ». | £05 —1 


Fiir die Methode von Linderstrem-Lang ist noch besonders zu _ ver- 
merken, daB die Genauigkeit der Titration als solcher wegen des iiberaus 
scharfen Umschlagspunktes des Indikators noch viel gréBer ist (bei exaktem 
Arbeiten bis zu + 1°/ 99); da jedoch in stark gepufferten alkalischen Lésungen, 
wie sie bei Verdauungsversuchen mit tierischen Fermenten vorzuliegen 
pflegen, bereits im Leerversuch sehr viel Séure verbraucht wird, um die 
Fliissigkeit auf den zu Titration der NH,-Gruppen notwendigen pq zu 
bringen, so ergibt sich fiir die obengenannte Differenz ein gréBerer Fehler, 
in der Praxis etwa der oben angefiihrte. 
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Einwirkung von Schweinedarmerepsin auf Glycyl-d-leucin. 
Versuch 1. 

0,188 g (1 Millimol) Glyeyl-d-leucin wurden unter Zusatz der in einem 
Vorversuch ermittelten Menge n/10 NaOH in 0,4 mol. Phosphatpuffer 
vom py 7,8 gelést, 5 cem Erepsinlésung (1 Teil Glycerinextrakt aus Schweine- 
darmmucosa mit 2 Teilen Wasser verdiinnt, zentrifugiert und die noch 
verbleibende Triibung durch Zusatz von 0,3 Teilen n/10 Essigséure und 
Filtrieren beseitigt) hinzugefiigt, die Mischung auf 10 cem aufgefiillt und 
der py gemessen (7,8). Der Polarisationswinkel wurde in einem mit Wasser 
von 37° umspiilten 1-dem-Rohr beobachtet; er blieb innerhalb 5 Stunden 
konstant (bei + 0,55°), wahrend eine in gleicher Weise mit der |-Verbindung 
angesetzte Lésung bereits nach 1 Stunde eine Hydrolyse von etwa 50°, 
aufwies (Versuch la; die Werte wurden hier durch Titration nach Linder 
strem-Lang ermittelt). 

Versuch la. 

Ansatz wie in Versuch 1, nur mit der |-Verbindung. Dem Verdauungs- 
gemisch wurden von Zeit zu Zeit Proben zu 0,5 cem entnommen und die 
frei gemachten N H,-Gruppen titriert. 





Minuten nach Beginn °/9 Hydrolyse 
0 0 
20 25 
60 51 


Versuch 2. 
Wiederholung von Versuch | mit starkerem Ferment (5 Teile Glycerin- 
auszug, 3 Teile Wasser, 0,1 Teile n-Essigsaure) und langerer Versuchsdauer. 
pa 7,85 (kolorimetrisch gemessen). 





Stunden 


nach Beginn 2p (bei 37°) Bemerkungen 
0 0,54° + 0,01° — 
2: 0.52 + 0.01 me 
47 0.53 + 0,01 pa 
71 0,52 + 0,01 ee 
100 0,53 t 0,02 i] Lisung stark getriibt, daher Ablesung erst nacl 
148 0.56 + 0,03 | Filtrieren miglich 


Der Versuch wurde noch ein zweites Mal mit dem gleichen Ergebnis 
wiederholt. 


Einwirkung von Schweinepankreaserepsin auf Glycyl-d-leucin. 


Versuch 3. 


Ansatz: 0,188 g Glycyl-d-leucin unter NaOQH-Zusatz in Phosphat- 
puffer (pq 7,8) gelést; hierzu 5cem Fermentlésung (1 Teil Schweine- 
pankreaspulver mit der 16fachen Menge 87°,igen Glycerins in Suspension 
36 Stunden hei 20° stehengelassen, zentrifugiert und ein Teil des Zentri- 
fugats wie in Versuch 1 geklart); die auf 10 cem aufgefiillte Lésung wurde 
bei 37° im Polarisationsrohr gehalten. Gleichzeitig wurde eine in analoger 
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Weise mit der |-Verbindung angesetzte Lésung beobachtet; der verschieden 
hohe Absolutwert der Anfangsdrehung in beiden Lésungen erklart sich 
daraus, daB die Fermentlésung als solche ziemlich stark nach links drehte 
(in einem ohne Substrat gemachten Probeansatz betrug die Anfangsdrehung 
—~ 0,11°; vgl. auch Versuch 6, FuSnote 4). 





2p (bei 37°) 
Zeit nach Beginn 


d-Verbindung l- Verbindung 
0’ + 050° + 0,02° — 065° 0,03° 
30 +048 + 0,01 0.69 + 0,02 
Qh3n 0.66 + 0,01 
14 0 +047 + 0,01 -0.57 -+- 0.005 
24 0 +047 + 0,01 - 
28 0 — 0,52 0,01 
42 0 +047 + 0,005 —051 + 0,01 
65 0 —_ —047 + 0.01 
89 0 _ 0.415 0.005 
113 0 + 0.47 0.02 
Die Hydrolyse der d-Verbindung war also auch hier 0. 


Einwirkung von Rinderdarmerepsin auf Glycyl-d-leucin. 
Versuch 4. 

Darstellung des Ferments. 6g Diinndarmmucosa vom frisch geschlach- 
teten Rinde wurden mit 30g 87°,igem Glycerin stark verrieben und die 
Emulsion 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen. Hierauf 
wurden 5ccm derselben mit 10 cem Wasser und Il ccm n/10 Essigsaéure 
vermischt, zentrifugiert und 2 cem der klaren Lésung zum Ansatz verwandt. 

Ansatz: 0,188 g Glycyl-d-leucin, unter Zusatz von 0,19 cem n NaOH 
in 0,2 mol. Phosphatputfer (pq 7,8) gelést, wurden mit 2ccem Ferment- 
lésung versetzt und die Mischung mit Phosphatpuffer auf 10 ccm auf- 
gefiillt und bei 37° im Polarisationsrohr gehalten. Zugleich wurde ein 
Probeansatz mit der |-Verbindung gemacht. 





3 
Zeit nach Beginn sencemseiaasininsatiemeameniaitsisi “D vel dt 
d-Verbindung 1-Verbindung 
0’ + 0,60° — 0,62° extrapol. 
10 0.60 
20 - — 0,57 
40 — — 0.57 
1h 0 _ — 0,57 
4 0 - — 0,53 
12 0 + 0,57 —_— 
140 0 — — 0,43 
110 0 — — 0,40 
120 0 + 0,58 sai hes 
ee ao 0,39 
3.6 0 +- 0,59 — 0,37 
(Mittlerer Fehler der einzelnen Messung 0,01°.) 


Die d-Verbindung wurde also auch hier nicht angegriffen. 
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Einwirkung von Schweinedarmerepsin auf Glycyl-d, lleucin. 


Ansatz wie bei Versuch 2, nur mit 0,376 (statt 0,188) g Substrat! und 








1 (statt 5) ccm Fermentlésung. Um aus den abgelesenen Werten fiir xp den Mi 
jeweils zugehérigen Grad der Spaltung zu errechnen, wurde zunachst der 
Drehungswinkel einer mit den gleichen Zusaétzen an Puffer, Ferment usw. 
versehenen Lésung von 0,188 g Glycyl-d-leucin, 0,131 g l-Leucin und 0,075 g 
Glykokoll in 10 ccm (entsprechend einer 50°,igen Spaltung der dl-Ver- 
bindung) untersucht und zu 0,46° gefunden (im 1-dm-Rohr bei 37°). Die 
zwischen 0 und diesem Endwert liegenden Zahlen wurden durch Interpolation 
gefunden unter der allerdings wohl nicht streng giiltigen Voraussetzung, 
daB der Drehungswinkel sich genau proportional mit der fortschreitenden 
Hydrolyse andert. Auf diese Weise wurden die Zahlen der dritten Kolumne 
erhalten (Versuch 5; vgl. auch Abb. 1). Das Maximum der erreichten Hydro- 
lyse betrug 48°%,; ein zweiter in gleicher Weise angesetzter Versuch (5a) 
ergab denselben Wert, ein dritter, bei dem das Substrat in halber Kon- 
zentration angewandt worden war (5b), einen etwas niedrigeren (43°, ). 
Der hier am SchluB8 stattfindende Abfall des Drehungsvermégens wurde 
auch anderweit beobachtet und ist wohl auf im Verdauungsgemisch sich 
abspielende Nebenreaktionen zuriickzufiihren (Abbau der Begleitstoffe 
oder ahnliche Vorgéinge; vgl. auch Versuch 11). 
Versuch 5. 
Zeit nach Beginn @ yp (37°, 1 dm) °'9 Hydrolyse 
0’ 0° 0 
2 + 0,04 a 
4 0,06 6 tio 
9 0,10 10 all 
14 0,16 17 
293 0,20 21 
39 0,28 30 
1430 0,37 40 
3 30 0,43 47 
5 0 0,44 48 
22 0 0,44 48 
118 0 0,44 48 
Versuch 5a. due 
Zeit nach Beginn @p (37°, 1 dm) ®/9 Hydrolyse 
mit 
0’ 0° 0 
2 + 0,01 1 
5 0,01 1 = 
12 0.02 ) Sie 
30 0,03 3 
1540 0,10 11 Pr 
3 0 0,17 19 
6 0 0,24 26 
12 0 0,32 35 Sel] 
24 0 0,38 41 gut 
48 0 0,42 46 Zin 
96 0 0,44 48 1.6 


1 Um eine fiir die 1-Komponente 0,1 molare Lésung zu erhalten. zen 
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Versuch 5b. 


Mit 0,188 g Glycyl-d, l-leucin angesetzt und im 2-dm-Rohr beobachtet, 


sonst wie 5 und Sa. 





Zeit nach Beginn @ yp) (37°, 2dm) ®), Hydrolyse 
0’ L 0° 0 
6 0,21 23 
12 0,28 30 
18 0.33 36 
24 0,35 38 
36 0,39 42 
1h 0 0,40 3 
2 0 0,40 45 
4 0 0,40 43 
24 0 0,39 42 
5D 0 0,39 42 
(Mittlerer Fehler der einzelnen Ablesung + 0,01°.) 


Obwohl die drei Versuche mit sehr verschiedenen Fermentkonzentra- 
tionen angesetzt worden waren, zeigt doch der Verlauf der Spaltung in 
allen drei Fallen nahezu das gleiche Bild (Abb. 1). 


Vergleichende Spaltungsversuche von Glycyl-l- und -d, l-leucin durch 
Schweine pankreaserepsin. 


Versuch 6. 


Der Vergleich wurde zunichst polarimetrisch vorgenommen; es wurden 
drei Ansaitze gemacht: : 


1. 0,3763¢ Glycyl-dl-leucin, 0,37cem n NaOH, 2cem Fermentlésung, 
mit 0,2 m Phosphatpuffer (py 7,8) zu 10cem gelést. 


2. Ebenso, nur mit 0,1881 g Glycyl-l-leucin und 0,19cem n NaOH. 


Beide Lésungen waren also fiir die ]-Komponente Aqui (0,1-) molar. 
Sie wurden bei 37° im 1 dm-Rohr gehalten. 


3. Zur Kontrolle der Eigendrehung des Fermentes wurde noch ein 
Probeansatz ohne Substrat gemacht und im 2 dm-Rohr beobachtet. 


Die Fermentlésung wurde folgendermaBen erhalten: 1 g pulverisiertes 
Schweinepankreas wurde mit 8 g 87°,igem Glycerin in der Reibschale 
gut verrieben, die Suspension 3 Stunden bei 30° und 12 Stunden bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt; hierauf wurden 16cem Wasser und 
1,6ccm 0,1 n Essigséiure zugegeben und die gut, durchgeriihrte Mischung 
zentrifugiert. 


26 * 
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d, 1-Verbindung 





1-Verbindung 


Zeit “pn beob. & p korr. * edto- Zeit FY beob. ap korr. * Hvdte- 
n. Beg (379, 1 dm) (37°, 1 dm) lyse ** n. Beg (37°, 1 dm) (379, 1 dm) jyse 
0’ —0,120 oT 0,00° 360 0’ —0,68° “tN | — 0,569; 0 
5|i—o10 ™" |+008| 4 71—~o08 0,54 4 
15 - 0,09 0,03 6 35 - 0,61 — 0,49 15 
50 — 0,05 0,06 13 1530 — 0,54 - 0,43 27 
1550 + 0,00 0.11 23 2 50 0.49 — 0,39 35 
5 0 - 0,08 0.18 38 5 0 - 0,43 0,38 48 
11 O +0,14 0,22 47 11 0 0,34 — 0,26 62 
16 30) + 0,15 0,22 47 16 30 —0,32 0,25 65 
29 0 0,16 0,23 49 29 0) —0,31 0,24 67 





Infolge starker Triibung der Lésung muBten die Ablesungen hier ab 
gebrochen werden. 
— 0,08° | 100) 


(Theor. Ende + 0,47° 100 


* Unter Beriicksichtigung der Eigendrehung der Fermentlisung, die anfangs etwa 
— 0,129 betrug (vgl. Kontrollversuch). 


** Auf die l-Komponente bezogen 


Kontrollversuch ohne Substrat. 





Zeit nach Beginn &p (37°, 2 dm) 

0’ ~ 
6 — 0,24° 
45 — 0,23 

3h ( — 0,21 

10 O — 0,16 

15 30 0,15 

24 0 — 0,14 


Versuch 7. 
Wiederholung des vorigen Versuchs nach der Titrationsmethode von 
Linderstrem-Lang. 

Drei Ansitze wie in Versuch 6. Den Lésungen wurden von Zeit zu Zeit 
Proben zu 0,5cem entnommen, die in mit Glasstopfen versehene, zur 
sotortigen Abtétung des Ferments mit etwas (0,5 bis 1 cem) alkoholischer 
1/,9n HCl! beschickte und gewogene Erlenmeyerkélbchen einpipettiert 
wurden; nach Zuriickwigen der Kélbchen wurden die Entnahmen unter 
Zusatz von Indikator und Aceton zu Ende titriert (auf rosa). (Es erwies 
sich als praktisch, etwas mehr Indikator zu verwenden als Linderstrem-Lanq 
angibt, am besten etwa die doppelte Tropfenzahl; die Vergleichslésungen 
werden zweckmaBig unter AusschluB des Lichtes im Eisschrank aufbewahrt, 
wo sie sich ungefahr einen halben Tag ohne merkliche Veranderung der 
Farbe halten. Der Umschlag ist auch bei kiinstlicher Beleuchtung scharf 
zu erkennen.) 


1 Der genaue Titer der Séure war 0,105 n. 
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, ’ r - ( Hydrolyse bezogen auf 
; Gewicht HCl-Verbrauch (cem) e 
Zeit der Entnahme - cite 1-Komponente 
: nach Beginn auf 1g Lésung 
ro mg abgelesen berechnet gefunden korr 
e 
d, 1-Verbindung 
) 0’ — 4.960 extrapol. 0 0 
1 2 588 2,920 4.965 1 1 
: 35 487 2.475 5,080 8 8 
, 2h 0 472 2.430 5,150 20 18 
5 0 475 2,515 5,290 35 32 
" 22 0 538 2.955 5.495 56 40 
) 46 0 448 2.575 5,750 83 60 
) 1-Verbindung 
0’ — 3.995 extrapol 0 0 
2 492 1,970 4,000 1 | 
ib 15 524 2,120 4,045 5 5 
2h 0 526 2,230 4,240 25 23 
5 0 531 2.340 4.405 43 40 
21 0 441 2.050 4,650 69 53 
wa 45 0 423 2,010 4.750 80 57 
* Unter Beriicksichtigung der Eigenhydrolyse der Fermentlisung (vgl. Kontrollansatz 
Am vierten Tage war in beiden Ansatzen eine flockige Triibung aufgetreten. 
Kontrollansatz ohne Substrat. 
eas Gewicht H Cl-Verbrauch (cem) ; 
Re , der Entnahme a0 Ra hen ai Mol - m 
nach Beginn aheslese a g Lésung mino-) 
mg abgelesen berechnet 
0’ 495 1,490 3,010 0) 
45 523 1,575 3,010 0 
3h 0 499 1,515 3,030 2 
22 0 586 1,855 3,165 16 
45 0 575 1,850 3,215 23 
Vergleichende Spaltungsversuche von Glycyl-l- und -d, l-leucin durch 
Schweinedarmere psin. 
Versuch 8. 
Zwei Ansdtze wie in Versuch 6, Ansatz 1 und 2. Als Fermentlésung 
wurde die filtrierte Mischung von 5 cem Glycerinextrakt aus Darmschleim- 
: haut, 10 cem Wasser und 1 ccm n/10 Essigséure angewandt. 
eit 
fur d, 1-Verbindung 1-Verbindung 
er — —— pea 
' Zeit a 0 Zeit a," 
Prt : D 0 ) 
: nach Beginn (379. 1 dm) Hydrolyse ** nach Beginn (37 “ dm Hydrolyse 
- R 70, 1 
ies 0’ (0,00°) 0 ()’ (— 0,57°) 0) 
ng 10 0.00 0 10 0.57 0 
en 40 + 0.01 2 40 — 0,56 2 
rt. Qh Oo 0,02 4 Qh 0 — 0.54 6 
ee 5 0 0,05 10 5 O 0.51 12 
“f 19 0 0,11 23 19 0 - 0,43 29 
1 120 0 0,18 38 120 0 0,32 52 




















* Eine Korrektur der Werte fiir @p war nicht erforderlich, da die Fermentlisung keine 


Eigendrehung zeigte 
** Auf die 1-Komponente bezogen 


(Extrapolierte Werte sind eingeklammert 
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Versuch 9, 


Um dem méglichen Einwand zu begegnen, daB8 die durch den vorigen 
Versuch gezeigte Verschiedenheit in der Spaltung der |-Komponente fiir 
sich und im Racemat durch kleine py-Schwankungen wahrend des Versuchs 
beeinfluBt sein kénnte, wurde derselbe unter Kontrolle des py (elektro- 
metrisch mit dem Mislowitzerschen Potentiometer) wiederholt. Zugleich 
wurde ein noch starkerer Puffer angewanat. 


Drei Ansdtze: 1. 0.3763 g Glyeyl-d, l-leucin, 0,40 cem n NaOH, 2 ccm 
Fermentlésung, mit 0,4 mol. Phosphatpuffer (pq 7,8) auf 10 ccm gebracht. 
2. 0,1881 g Glycyl-l-leucin, 0,20 cem n NaOH, sonst wie 1. 3. Kontroll- 
ansatz, ohne Substrat und NaOH-Zusatz. 


Die Fermentlésung war vor dem Zusatz auf pq 7,8 gebracht worden 
(mit 0,63 cem n/10 NaOH auf 10 cem mit Essigsaiure geklarte Lésung). 





Zeit %) Hydrolyse 
, “ph (37°, 1 dm) (auf die 1-Komponente Pu * 


nach Beginn berechnet) 


d, 1-Verbindung 


0’ (000°) 0 
10 0,00 0 
Qh 0 + 0,01 
5 0 0,06 12 = 
8 0 — — 7,78 
17 0 0,11 23 — 
35 (0 — — 7,64 
42 0 0,16 33 
1-Verbindung 
0’ (— 0,57°) 0 
20 — 0,56 2 -- 
2h 0 — 0,55 + a 
5 O — 0,51 12 —_— 
8 0 _ a y Bee 
17 0 | — 0,43 29 
85 0 - 7,67 
42 0 — 0,38 40 -~ 


* Kolorimetrisch ergab sich ein um 0,2 héherer Pq, also etwa 7,9. Die gleiche Er- 
scheinung wurde auch anderweit beobachtet. 


Kontrollansatz ohne Substrat. 








Zeit nach Beginn (37°, 1 dm) Px (elektr. gem.) 
Oh — 0,01° — 
4 — 0,01 ons 
8 —- 7,69 
20 0,00 — 


45 0,00 — 
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Die Hemmung 
der fermentativen Hydrolyse von Glycyl-l-leucin durch die 


d-Komponente. 


Versuch 10. 


(Orientierender Vorversuch.) 


Zwei Ansdtze: 1. 0,1881 g Glyeyl-l-leucin, 0,19 cemn NaOH, 


2cem Darmerepsinlésung ; mit Phosphat- 
putter aut 
2. 0,1881 g Glyeyl-l-leucin, 0,5645 g Glyeyl-d- 10 com 
leucin, 0,73 com n NaOH, 2 ccm Erepsin- aufgefiillt. 


lésung. 





1-Verbindung l-Verbindung + d-Verbindung 
Zeit Zp : = Zeit S é . . 
nach Beginn (379, an */o Hydrolyse nach Beginn (37°. Pe o Hydrolyse 
-xtra- 
0’ | —0,62° “for 0 0’ | $1,189 extra- 0 
po 

4 — 0,58 8 4 1,17 8 

6 — 0,56 12 6 1,20 14 

15 — 0,55 14 15 1,22 19 

2h 0 — 0,50 25 2h 0 1,25 25 

16 0 — 0,31 65 16 0 1,39 54 

57 0 — 0,21 85 57 0 1,47 71 


Da der zeitliche Beginn der beiden Parallelansitze ein verschiedener 
war (1. wurde 74 Minuten spater angesetzt als 2.), so hat der Versuch 
nur qualitativen Wert; in Wirklichkeit diirfte der darin angezeigte 
Effekt merklich gréBer sein, da Fermentlésungen gerade in den ersten 
Stunden nach der Herstellung in ihrer Wirksamkeit schnell abzufallen 
pflegen. Zu seiner quantitativen Erkennung wurde ein zweiter Versuch 
angesetzt. 


Versuch ll. 





Drei Ansdtze: 1. 0.0940 g Glvevl-l-leucin, 0.10 cem ny) hlerzu je 2 ccm 
NaOH; _ auf py 7,8 ge- 
brachte Ferment- 

2. 0,0940 g Glycyl-l-leucin, 0,0940 g Glycyl-| lésung (Ver 

d-leucin, 0,20 cem n NaOH; such 9), mit 
0.4 mol. Puffer 
3. 0,0940 g Glycyl-l-leucin, 0,2822 g Glyeyl-| auf 10 cem ge 

d-leucin, 0,40 cem n NaOH: bracht 


(Der Versuch wurde gegeniiber dem vorigen nur mit  halben 
Mengen angesetzt, um etwaiges Ausfallen von Spaltprodukten zu_ ver- 


meiden. ) 
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Zeit , an” 9/5 en me. iain 
nach Beginn (379, 1dm) Hydrolyse *** elektrisch kolorimetriseh 
gemessen gemessen 
Ansatz 1. 
0’ — 0,265° 0 — _— 
20 — 0,260 1 a = 
2h 0 — 0,245 4 7,57 — 
Zi 0 — 0,150 24 7,60 _ 
47 0 — 0,125 29 7,68 7,8 
133 0 — 0,140 26 — 7,8 bis 7,85 
Ansatz 2. 
0’ + 0,025° ** 0 — _ 
35 0,025 0 
2h 0 0,035 2 7,64 _ 
21 0 0,145 25 7,64 — 
47 0 0,160 28 7,68 7,8 
133 0 0,155 27 -—- 7,8 bis 7,85 
Ansatz 3. 
0’ + 0,615° 0 a = 
15 0,615 0 -- — 
25 0 0,620 1 7,67 —_ 
21 O 0,690 16 7.68 = 
47 0 0,705 19 7,71 7,8 bis 7,85 
133 0 (0,690) 16 — 7,85 


* Mittlerer Fehler der einzelnen Messung + 0,0025 (bei dem eingeklammerten Wert in- 


folge Triibung der Lisung etwas mehr, etwa + 0,005). 


** Die Abweichung des Anfangswertes von 0,00° diirfte daher riihren, daf die 1-Verbindung 
(aus natiirlichem |-Leucin hergestellt) isoleucinhaltig war, die d-Verbindung dagegen nicht. 
Auffillig ist wieder der Riickgang der Spaltung am 
SchluB; vgl. auch die Bemerkung zu Versuch 5. 


*** Auf die 1-Komponente berechnet. 


Il. Versuche zur Frage der Einheitlichkeit des Darmerepsins. 


1. Trennungsversuche durch fraktionierte Extraktion von Trockenpulver. 


Versuch 


Es wird versucht, durch kurzdauernde Extraktion von Trockenpulver 


aus Darmschleimhaut eine Anreicherung von einer der beiden hypothetischen 
Komponenten im Extrakt zu erreichen. 

0,25 g Trockenpulver wurden mit 5 ccm Wasser 2 Minuten geschiittelt 
und ein Teil der Suspension nach 3 Minuten, ein anderer nach 40 Minuten 
zentrifugiert; die so erhaltenen Lésungen lieB man auf Leucylglycin und 
Glyecylglycin einwirken (0,5 ccm Fermentlésung, 2,5 ccm Stammlésung! 
von Leucylglycin und Glycylglycin, mit Wasser auf 5cem aufgefiillt). 
Eine Verschiedenheit zwischen den beiden Fraktionen war innerhalb der 
Fehlergrenzen nicht zu beobachten. (Methode Linderstrem-Lang*.) 


! 0,2 m-Dipeptidlésung in NH,Cl-N H,-Puffer; vgl. Linderstram-Lang, 
ZS. f. physiol. Chem. 182, 154. 

2 Auch bei allen folgenden Versuchen angewandt. Die Ausfiihrung 
geschah iiberall unter denselben VorsichtsmaBregeln (Wagen der Ent- 


nahmen usw.), wie in Versuch 7; vgl. auch Versuche 19ff. 
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Leucylglycin Glycylglycin r 
+ Zeit 4 - : ‘ ; Zeit i ; 
nach Beginn o Hydrolyse nach Beginn °/o Hydrolyse "I 
1. Fraktion. 
0’ 0 0’ 0 
30 40 30 11 0,28 
60 48 60 17 0,35 
2. Fraktion. 
0’ 0 0’ 0 
30 50 30 9 0,18 
60 49 60 15 0,31 


Man erkennt, da® durch die lange Extraktion keine gréBere Aktivitat 
erreicht werden konnte als durch die kurze, und da® auch keine Trennung 
der Aktivitéten gegen beide Substrate stattgefunden hat. 


Versuch 13. 
Der Versuch 12 wird mit Glycerin als Extraktionsmittel wiederholt. 
0,8 g Trockenpulver mit 10 ccm 53° ,igem Glycerin geschiittelt, sonst wie 
Versuch 12. 





Leucyliglycin Glyeylglycin xr 


Zeit 


Zeit 0 a , > é 
nach Beginn o Hydrolyse nach Beginn Hydrolyse "I 
1. Fraktion. 
0’ 0 0’ 0 
30 30 30 (4) (0,13) 
60 45 60 ' 13 0,29 
2. Fraktion. 
0 0 0’ 0 
30 30 30 ie) 0.30 
60 45 60 12 0,27 


Auch hier war also keine Trennung erzielbar und die Extraktion des 
Enzyms bereits nach den ersten 5 Minuten erreicht. 


2. Trennungsversuche durch Alterung. 
a) Alterung eines wasserigen Rohauszuges. 


Versuch 14. 


2g Trockenpulver aus Darmschleimhaut wurden mit 25 ccm Wasser 
10 Minuten geschiittelt und die Suspension zentrifugiert und filtriert. Die 
erhaltene Lésung wurde mit Toluol iiberschichtet bei 28 bis 30° aufbewahrt 
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Von Zeit zu Zeit wurde die Aktivitaét gegen Leucylglycin und Glycylglycin 
bestimmt. (2,5cem Substratlésung, 1eccm Ferment, mit NH,Cl-N H,7 
Puffer (py 8,0) auf 5cem aufgefiillt.) 





Leucylglycin Glyeylglycin ( x, 
Zeit ) es = Zeit ) allied, 9 J 1 
nach Beginn o Hydrolyse nach Beginn °lo Hydrolyse *L60 
: Nach 1 Stunde * 
0’ 0 0’ 0 
30 21 30 13 
60 22 60 14 0,64 ‘nie 
Nach 21 Stunden 
0’ 0 0’ 0 
30 6 30 7 — 
60 12 60 11 0,92 
Nach 46 Stunden 
0’ 0 0’ 0 
30 36 30 17 
60 40 60 10 0,25 
Nach 70 Stunden 
0’ 0 0’ 0 
30 45 30 7 
60 43 60 9 0,21 
Nach 165 Stunden 
0’ 0 0’ 0 
30 22 30 0 
60 34 60 4 0,12 
* Vom Zeitpunkt der Herstellung der Fermentlisung an gerechnet 
b) Alterung einer gereinigten wasserigen Lésung. 
Versuch 15. 
20 ccm Glycerinextrakt aus Darmschleimhaut wurden durch Adsorption 
mit 83,2 mg Al,O, enthaltender Aufschlammung von Tonerde C und Elution geg 
des zentrifugierten (ungewaschenen) Adsorbats mit einem Gemisch von noe 
28cem m/15 Phosphatpuffer (py 7,5) und 12cem 87% igen Glycerin ge Pa: 
reinigt (vgl. auch Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 172f.). Das mit n/10 NH, 
(0,105 cem auf 1 ecem Lésung) auf py 8,0 gebrachte Eluat wurde bei + 9° 


aufbewahrt und von Zeit zu Zeit auf seine Aktivitaét gegen Leucylglycin 
und Glyeylglycin gepriift. Zum Vergleich wurde auch die Leucyl- und 
Glycylglycinspaltung des mit Essigsiure geklirten Rohauszugs vor der 
Adsorption untersucht. ihr 
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Geklarter Rohauszug'. 


(cE? 0,20; py 8,0.) 





Leucylglycin Glyeylgycin r® 
Zeit 2 2=—s |S wa. pees "Satie 
nach Beginn “lo Hydrolyse nach Beginn *lo Hydrolyse I 
0’ 0 0' 0 
30 35 30 3 009 
60 43 60 3 0.07 


a 
tr . , 
* Der Wert fiir ist hier kleiner als im Eluat, was zugunsten der Hemmungskiérper 
1 





L 
theorie spricht 
Eluat. 
(CE 0,4; pr 8,0.) 
Leucylglycin Glyeylglycin r, 
Zeit , : , Zeit : ; 
nach Beginn Hydrolyse nach Beginn Hydrolyse < 
Nach 14 Stunden 
0’ 0 0’ 0 
20 10 30 3 
Jb— 21 jh- 2 0,10 
4 40 48 4 8 
26 — 45 26 10 
Nach 4 Tagen 16 Stunden 
0’ 0 0’ 0 
30 15 30 0 
1h20 26 jh- 0 0,00 
4 — 46 4 - 3 0,07 
2% — 51 26 12 
Nach 16 Tagen 
Ohb- 0 0’ 0 
1 10 jh ~ 0.80 
4— 31 5 30 24 
17 — 38 


Um festzustellen, ob die auffallig groBe Aktivitat der Fermentlosung 
gegen Glycylglycin am 16. Tage wirklich reell ist, wurde am 19. Tage 
nochmals eine Bestimmung derselben vorgenommen, wobei zugleich ein 
Parallelversuch mit aufgekochter Lésung angesetzt wurde. 


1 Mit NH, neutralisiert. 


eem Enzymlésung 


2 cr wobei die Menge der Enzymlésung auf 


eem Gesamtfliissigkeit, 
ihr Volumen vor der Neutralisation mit NH, umgerechnet ist. 
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Versuch l5da. 


Spaltung von Glycylglycin durch das 19 Tage alte Eluat. 





Fermentlésung 


unvorbehandelt aufgekocht 
Zeit a : is : “ ag a mn Zeit _ 
nach Beginn o Hydrolyse nach Beginn » Hydrolyse 
0’ 0 0’ 0 
30 5 1430 0 
1h30 7 20 - 0 
5 — 15 


Ein analoger Versuch wurde mit Pankreaserepsin (aus in tiblicher 
Weise hergestelltem Glycerinextrakt der Driise) vorgenommen. 


Versuch 16. 
Das Ferment wurde in gleicher Weise wie im Versuch 15 gereinigt und 
aufbewahrt. 


Aktivitat der gereinigten Lésung gegen: 








Leucylglycin Glycylglycin Lo 
ee “a . , Beit P : : e. 
nach Besien °/o Hydrolyse nach Beginn 0 Hydrolyse af’ 
Nach 0 Tagen 
0’ 0 0’ 0 
30 2 30 4 
Slices 3 jh— 8 
5 30 21 5 30 20 0.95 
18 — 36 is — 21 
Nach 2 Tagen 
0’ 0 0’ 0 
jh— 6 jh— 6 
$— 10 2 - 8 
4 30 11 4 30 12 1,09 
Nach 7 Tagen 
0’ | 0 0’ 0 
{h— 11 jh— 5 
2— 17 2— 15 
4 30 15 4 30 14 0,93 


c) Untersuchung eines gealterten Glycerinextrakts. 


Die Wirkung eines 13 Monate alten Glycerinauszuges aus Darmschleim- 
haut auf Leucylglycin und Glycylglycin wurde mit derjenigen eines frisch 
bereiteten verglichen. Die Ausziige wurden in dreifacher Verdiinnung mit 
Wasser ohne besondere Reinigung angewandt. 


sell 
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Versuch 17. 
Leucylglycin Glyeylglvein . 
Zeit e Zeit ' , = 
nach Beginn » Hydrolyse nach Beginn Hydrolyse a 
Alter Extrakt 
1. Bestimmung 
0’ 0 0’ 0 
30 26 30 l 0,54 
60 38 60 17 0,45 
2. Bestimmung 
0’ 0 0' 0 
30 34 30 11 0,32 
9) 39 90 20 0,51 
Frischer Extrakt 
0’ 0 0’ 0 
30 19 30 6 O31 
60 32 60 9 0),28 
* Die Eigenhydrolyse der Ausziige blieb innerhalb der Fehlergrenzen 
d) Alterung eines frischen Glycerinauszuges. 
Ein frischer Schleimhautauszug wird zu verschiedenen Zeiten auf 
seine Aktivitat gegen Leucylglycin und Glycylglycin untersucht. 
Versuch 18. 
.} 
Leucyhzlyein Glyeylglyein ’ 
Zeit Zeit 
nach Beginn Hydrolyse nach Beginn Hydrolyse me 
Nach 1 Tage 
0’ 0 0 0 
30 24 30 2 0,08 
60 33 60 6 0.18 
150 36 159 12 0,33 
Nach 6 Tagen 
0’ 0 0’ 0 
30 24 30 0 0 
60 - 60 11 
150 29 150 5 0,52 
Nach 42 Tagen 
0’ 0 0 0 
30 24 30 7 0.29 
90 26 90 18 0.69 
210 25 210 30 1,20 
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Ill. Versuche iiber Stabilisierung von Fermentlésungen. 


1. Vergleich der stabilisierenden Fahigkeit des Glycerins mit derjenigen anderer 
mehrwertiger Alkohole. 
Versuch 19. 

Es wird der EinfluB8 von Glykol- und Glycerinzusatzen auf die Halt- 
barkeit einer gereinigten Erepsinlésung untersucht. 

20 cem frischer Glycerinauszug von Darmschleimhaut (Schwein) wurden 
mit 12 ccm Wasser und 0,4 ccm n Essigsaéure versetzt, zentrifugiert, die 
klare Lésung mit Al(OH),-Aufschlammung (enthaltend 83,2 mg A1I,0O,) 
geschiittelt und das so erhaltene Adsorbat nach dem Abschleudern und 
Auswaschen mit 0,0125n Essigsiure mit 20ccm m/15 Phosphatpuffer 
(pu 7,5) eluiert. Das Eluat wurde nach Zufiigung von 1,8 ccm n/10 NaOH 
zur Einstellung des py 8,0 zu folgenden Ansatzen benutzt: 


1. 5cecem Eluat, 
2.5 ,, Eluat, 3,10 g (= '/.9 Mol) Glykol, 


3. 5 ., Eluat, 5,.llg 90% iges ( 4,60 g 1 /e0 
Mol 100°%iges) Glycerin, 


mit Wasser 
auf 10 ccm 
aufgefillt. 


Die Ansatze wurden unter Thymolzusatz bei Zimmertemperatur auft- 
bewahrt und von Zeit zu Zeit ihre Aktivitat gegen Glycylglycin bestimmt 
(1,5 cem Fermentlésung zu 1,5 cem nach Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 
154 hergestellter Stammlésung von Glycylglycin gefiigt und die Spaltung 
bei 37° verfolgt). (Methode Linderstrem-Langq.) 


Spaltung von Glycylglycin nach 0 Tagen. 





Gewicht cem Verbrauch an 0,105 n HCl 
Zeit nach Beginn der Entnahme $< ———-——— Clo Hydrolyse 
mg abgel. auf lg 


1. Ansatz mit Wasser 


0’ 526 (1,140) (2,17) 0 

30 512 1,130 2,205 4 
1540 628 1,400 2,230 6 
5 0 527 1,175 2.230 6 
20 30 514 1,150 2,235 7 


2. Ansatz mit Glycol 


0’ 479 0,815 1,700 0 

30 478 0,820 1,715 2 
1540 493 0,860 1,745 5 
5 0 505 0,875 1,770 7 
20 30 489 0,870 1,780 8 

3. Ansatz mit Glycerin 

0’ 543 0,905 1,665 0 

30 514 0,860 1,670 1 
1540 521 0,900 1,730 7 
5 0 506 0,885 1,750 gy 
20 30 571 1,025 1,795 14 





Zeit 





Erepsin. 


Spaltung von Glycylglycin nach 7 Tagen. 
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Zeit nach Beginn 


0’ 

45 
Qh 0) 
6 0 
94 0 

0’ 

45 
Qh 0 
6 O 
94 0 

0’ 

45 
Qh 0 
6 0 
24 0 

0’ 
140 
40 
10 0 
52 0 

0’ 
10 
40 
10 0 
52 0 

0’ 
1615 
4 0 
10 0O 
52 0 


Gewicht 


der Entnahme — 


mg 


529 


494: 


533 
529 


523 


493 
505 
504 
507 
556 


500 
501 
488 
499 
508 


cr 


abgel 


1. Ansatz mit Wasser 


0.880 
0,917 
0,913 
0,923 
0,933 


2. Ansatz mit Glycol 


0,870 
0,910 
O.898 
0,900 
0,928 


3. Ansatz mit Glycerin 


0.880 
0,833 
0,915 
0.900 
0.913 


nach 21 Tagen 
1. Ansatz mit Wasser 


1,895 
0,900 
0,920 
0,930 
1,025 


2. Ansatz mit Glykol 


0.868 
0.868 
0,858 
0,883 
0.910 


3. Ansatz mit Glycerin 


0,990 
0,925 
0,893 
0.888 
0,848 


ecm Verbrauch an 0,105n HCl 


auflg 


1,795 
1,795 
1.800 
1,825 
1.820 


eee ee 
DH 
to 
or 


.735 
735 
750 
770 
.790 


et et peek 


1.680 
1,695 
1,710 
1,720 
1.755 


Hydrolyse 


0 
0 


we 


~ 


OO w Or bo 


Mittel: 0 


| Mitel : 0 


> += DO 


PD + CO DO 
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Versuch 20. 
Es wird untersucht, ob auch héhere, mehrwertige Alkohole stabili- 
sierend wirken. 
Eine wie in Versuch 19 hergestellte Lésung von gereinigtem Erepsin 
wurde zu folgenden Ansiatzen benutzt: 
1. 5ceem Eluat, 
2.5 ,, Eluat, 3,41 g 90°, iges Glycerin (| 
1/39 Mol 100°, iges Glycerin 
OH-Gruppen), 
3.5 ,, Eluat, 3,052 g (= 1/9 Mol) Erythrit 
(= '/y9 Mol OH-Gruppen) 


3,067 g , , 
1 mit Wasser 
19 Mol ; 
auf 10 ccm 


auf gefiillt. 





Die Ansi&itze wurden unter Toluolzusatz bei Zimmertemperatur aut- 
bewahrt und wiederum wie in Versuch 19 ihre Aktivitaét gegen Glycy] 
glycin bestimmt. 


Spaltung nach 0 Tagen. 





Gewicht 


Zeit nach Beginn 


der Entnahme 


eem Verbrauch an 0,105n HCl 


® 5 Hydrolyse 


mg abgel auf ig 
Spaltune rach 0 Tagen 
1. Ar .tz mit Wasser 
0’ 480 0,858 1,790 0 

Lho 499 (0,913) (1,870) (8) 

5 0 500 ),925 1,850 6 
57 0 441 0,858 1,945 16 

2. Ansatz mit Glycerin 
0’ 523 0,913 1,745 0 

140 613 1,070 1,745 0 

5 0 508 0,908 1,785 4 
57 0 523 0,980 1,875 14 

3. Ansatz mit Erythrit 
0’ 528 0,910 1,725 0 

1h) 504 0,878 1,740 2 

5 0 577 1,013 1,755 3 
53 0 438 0,793 1,810 9 
120 0 433 0,798 1,845 13 

Spaltung nach 12 Tagen 
1. Ansatz mit Wasser 
0’ 490 0,893 1,820 0 

10 504 (0,908) 1,800 . 

8 0 491 (0,990) 1,835 2 
69 0 488 0,913 1,870 5 
176 0 465 0,903 1,940 13 

2. Ansatz mit Glycerin 
0’ 526 0,893 1,700 0 

140 599 0,873 1,715 2 

8 0 514 0,888 1,730 3 
72 0 526 0,943 1,795 10 
176 0 512 0,960 1,875 18 
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Gewicht ‘em Verbrauch an 0.105n HC] 
Zeit nach Beginn der Entnahme — Hvar se 
mg abgel auflg 


3. Ansatz mit Ervthrit 


0’ 520 0,825 1.700 0 

1hO 506 0.860 1.700 0 

8 0 517 O.885 1,710 1 
72 0 ~ Bag 0.890 1.740 4 
176 0 510 0.920 1.805 11 


2. Vergleich der Aktivitdt gealterter, stabilisierter Fermentlésungen mit vor und 


nach der Alterung zugesetztem Stabilisierungsmittel. 
Versuch 21. 

Zwei Ansdtze: 1.2cem Stammlésung von Glycylglycin 
(S. 404, FuBnote 1), 2cem von Ansatz 3 
aus Versuch 19 (mit Glycerin versetztes 
Eluat), 27 Tage bei Zimmertemperatur 


. Vasser 
autbewahrt, mit Wasser 


auf 5 cem 


— 


2.2 cem Stammlésung von Glycylglycin, 

2 cem von Ansatz 1 aus Versuch 19 (mit 
Wasser verdiinntes Fluat), 27 Tage bei 
Zimmertemperatur «a ‘bewahrt}, 1,02 g 
90°, iges Glycerin. 


aufgefullt. 





Die Lésungen wurden im Thermostaten bei 37° gehalten und die 
Hydrolyse in beiden Ansatzen durch Titration der N H,-Gruppen verfolgt. 





Zeit nach Beginn cle A Bao ccm Verbranch an 0.1060 HCI : Hydrolyse 
mg abgel auf lg 3 as 
Ansatz 1 
Oh 520 0,738 | 1,420 * 
My 504 0,695 1,380 Q 
4 509 0.710 1.395 | 
17 505 0,705 1,395 
2420 516 0,758 1,470 5 
4 20 514 0.775 1,510 12 
7 14 499 0,778 1,560 17 
Ansatz 2 
Ob 502 0.703 1.490 
Ng 513 0,723 1,410 o 
4 518 0,725 1,400 
17 501 0,700 1,395 
2420 511 0,740 1,450 5 
4 20 469 0.682 1,455 6 
7 14 520 0,783 1.505 11 
* Der Anfangswert ist, wie haufig, wahrscheinlich etwas zu hi 


1 Das Praparat zeigte eine ganz schwache Triibung, die jedoch auf das 
Versuchsresultat kaum einen Einflu® gehabt haben diirfte. Die fiir den 


folgenden Versuch benutzte Lésung, die nicht mit Thymol, sondern mit 


Toluol sterilisiert worden war, war vollstandig klar geblieben (vgl. auch 
E. Schmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 412.) 
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Drei Ansdtze : 


Behandlur 


P. Rona u. Th. Marsson: Erepsin. 


Versuch 22. 

1.2 cem Stammlésung von Glycylglycin, 
1,5 cem von Ansatz 2 aus Versuch 20 (mit 
Glycerin versetztes Eluat), 27 Tage bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt, 

2.2 cem Stammldésung von Glycylglycin, 
1,5 cem von Ansatz 1 aus Versuch 20 (mit 
Wasser verdiinntes Eluat), 27 Tage bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt, 

0,512 g 90°,igen Glycerin, 

3. Kontrollansatz ohne Stabilisierungsmittel : 

Wie 2, nur ohne Glycerinzusatz, 


ig der Lésungen wie in Versuch 21. 





mit Wasser 
aut 5 ccem 


aufgefillt. 





Zeit nach Beginn 


Oh 
20 
3a 0 
5 16 
10 18 


Ob 


20 
3a 0 
8 5 
5 16 
10 18 


Gewicht 
der Entnahme 


] 


eem Verbrauch an 0,105n HCl 


mg abgel auflg 
Ansatz 1 
492 0,664 1,350 
511 0.693 1.355 
506 0,702 1,385 
504.5 0,731 1,450 
507 0.736 1.450 
503 0,732 1,455 
523 0,811 1,550 


Ansatz 2 


516 0.708 1.370 
492.5 0,677 1,575 
498 0,713 1,430 
489 0.711 1,455 
497 0,754 1,515 
Ansatz 3 
468 0,647 1,385 
484 0.670 1,385 
488.5 0,678 1,390 
513 0,737 1,435 
487 0,697 1,430 
501 0,730 1,455 
501 0,745 1,485 


0.5 


\ 10.5 


0 
0.5 


6.5 


15 
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Ein empfindlicher Thermoregulator 


mit bequemer Einstellbarkeit auf verschiedene Temperaturen. 
Von 
Joseph Wiist. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Biologie der Anatomischen Anstalt 
Miinchen. ) 


(Einge gangen am a. Juni 19 0.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Konstruktion und Wirkungsweise der meist verwendeten 
Fliissigkeitsthermoregulatoren, in denen die Warmeausdehnung einer 
eingeschlossenen Fliissigkeit mittels Quecksilber auf die Unterbrecher- 
vorrichtung der den Thermostaten heizenden Warmequelle iibertragen 
wird, ist heute jedem experimentierenden Naturwissenschaftler be- 
kannt!. Die Nachteile dieser Instrumente sind einmal, daB sie nicht 
ganz einfach zu fiillen sind, ferner, daB man mit einer bestimmten 
Fiillung jeweils an einen ziemlich engen Temperaturbereich gebunden 
ist, endlich, daB der Quecksilbermeniskus im Kapillarrohr, zu dem sich 
das Steigrohr verjiingt, dadurch immer wieder verschmutzt, dab 
Thermometerfliissigkeit in der kapillaren Zone zwischen Glaswand und 
Quecksilber ,,durchkriecht*’ und sich auf dem Meniskus sammelt, 
wodurch besonders bei elektrischen Unterbrechern unter Mitwirkung 
des Kontaktfunkens eine schmierige Schicht entsteht, die eine Ver- 
minderung der Empfindlichkeit des Apparats zur Folge hat. Diese 
drei Nachteile werden bei der nachstehend beschriebenen Konstruktion 
vermieden. 

Als Thermometerfliissigkeit wird mit Riicksicht auf seinen groBen 
Warmeausdehnungskoeffizienten, sein hohes spezifisches Gewicht und 
seine Nichtmischbarkeit mit Wasser Chloroform oder fiir héhere Tem- 
peraturen Bromoform verwendet. Der Behalter, in dem es sich befindet, 
ist aus engen Glasréhren B (Abb. la) gebildet (etwa 8 mm lichte Weite) 
und besitzt kammférmige Gestalt. Auf diese Weise wird eine sehr groBe 


! Vgl. Ostwald-Luther, 4. Aufl., 1925, S. 106ff. 
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Oberflache fiir den Temperaturaustausch zwischen der Thermostaten- 
und der Thermometerfliissigkeit erzielt. Von G ab ist iiber das Chloro- 
form destilliertes Wasser geschichtet, das das Steigrohr St und das vom 
Steigrohr durch den Hahn H abtrennbare VorratsgefaB V_ erfiillt. 
Etwas unterhalb des Hahnes ist seitlich der eine Schenkel eines kleinen 
U-Rohres angeschmolzen, das an der tiefsten Stelle der Kriimmung 
nach unten hin ein Ansatzrohr mit der eisernen Regulierschraube R 
trigt und dessen anderer Schenkel sich zur Kapillare K von etwa 0,6 
bis 0,8 mm lichter Weite verjiingt. Die Kapillare erweitert sich nach 
oben wieder und enthalt hier bei elektrischen Unterbrechern den 
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Abb. 1. 


Kontaktplatindraht oder bei Gasunterbrechern die Gasdiise mit den 
entsprechenden Zu- und Ableitungen. Das U-Rohr ist mit Quecksilber 
gefillt. Die Stromzu- und -ableitung erfolgt bei elektrischen Unter- 
brechern einerseits durch den Platindraht, andererseits durch die 
Klemme KA/, wozu sich vorziiglich ein kleiner federnder Metallkravatten- 
klemmer eignet. Man létet daran den Zuleitungsdraht und klemmt 
Kl an dem herausragenden Teil der Regulierschraube R fest. Die 
Drehbarkeit der Schraube wird dadurch nicht behindert. 

Die Dimensionen des Apparats richten sich nach den jeweils ge- 
gebenen Verhaltnissen. Die Héhe von B wird so gewahlt, daB das 


obere horizontale Verbindungsrohr etwa 2 bis 3cm unter der Ober- 
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flache der Thermostatenfliissigkeit liegt. Die Grenzlinie zwischen 
Wasser und Chloroform soil ein wenig dariiber liegen. Bei runden 
Thermostaten kann das Horizontalrohr von B entsprechend dem 
Radius des Thermostaten gekriimmt werden, so da das Thermo- 
regulatorgefaB, ohne viel Platz zu beanspruchen, parallel der Wandung 
verlauft. Steigrohr und U-Rohr werden so dimensioniert, daB die 
Regulierschraube etwas iiber dem Thermostatenrand liegt und von 
auBen bequem betatigt werden kann. 

Die Fiillung des Thermoregulators erfolgt in der Weise, daB man 
zuerst durch K die entsprechende Menge Quecksilber einflieBen labt 
Da die Regulierschraube nach unten steht, gelingt das, ohne daB im 
Schraubenansatz Luft mit eingeschlossen wird, wie das bei seitlich 
angesetzter Regulierschraube regelmaBig der Fall ist. Darauf wird 
durch V, H, St Chloroform eingefiillt, bis der Meniskus bei @ die richtige 
Hohe erreicht hat. SchlieBlich 14Bt man destilliertes Wasser einflieBen, 
das St und den freien Raum des U-Rohres bis zum Quecksilber sowie 
auch etwa die Halfte von V erfiillen muB. Die ganze Fiillung geht in 
der einfachsten Weise ohne jede Schwierigkeit und ohne Zuhilfenahme 
von Saugpumpe und Dreiweghahn vonstatten. 

Der Temperaturbereich, innerhalb dessen das Instrument verwendet 
werden kann, geht bei Chloroform von — 50 bis + 50°, bei Bromoform 
von + 12 bis + 140°, umfaBt also unter anderem das ganze fiir biolo- 
gische Untersuchungen in Betracht kommende Temperaturintervall. 
Als Thermostatenfliissigkeit kommen unter 0° (Kaltequelle ist tief- 
gekiihlte Sole, die durch ein im Thermostaten liegendes Bleirohr 
zirkuliert) konzentrierte Salzlésungen oder Athylalkohol in Betracht, 
zwischen 0 und 80° Wasser, dariiber hochsiedendes Ol. Uber 60° wird 
das Wasser vorteilhaft mit Ol] iiberschichtet, um allzurasches Ver- 
dunsten zu vermeiden. 

Die Einstellung auf jede beliebige Temperatur erfolgt in der Weise, 
daB man den Hahn H 6ffnet, das Fliissigkeitsbad auf die gewiinschte 
Temperatur bringt, einige Minuten nach Erreichung dieser Temperatur 
zwecks vollstiandigen Temperaturausgleichs zwischen Thermoregulator- 
und Thermostatenfliissigkeit wartet, dann H schlieBt und mittels R 
das Quecksilber in K so hoch emporschraubt, daB eben Kontakt mit 
dem Platindraht oder VerschluB der Gasdiise eintritt. Von da an halt 
der Thermoregulator den Thermostaten genau auf der Temperatur, 
die bei der Einstellung herrschte. Kleinere Temperaturanderungen 
lassen sich nachtraglich, wie bei anderen Thermoregulatoren, mit Hilfe 
der Regulierschraube R erreichen. Bei Umstellung auf eine wesentlich 
andere Temperatur wird wieder nur H geéffnet, die Thermostaten- 


fliissigkeit auf die betreffende Temperatur gebracht, H geschlossen 
und mit R fein eingestellt. Jedes Herausnehmen und Neufiillen des 
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Thermoregulators ist hierbei iiberfliissig. Die Geschwindigkeit der 
Umstellung hangt im wesentlichen nur von der Geschwindigkeit ab, 
mit der die Thermostatenfliissigkeit auf die neue Temperatur eingestellt 
werden kann. 

Die Genauigkeit, mit der die eingestellte Temperatur dauernd 
aufrecht erhalten wird, betragt auch bei mehrmonatigem Dauerbetrieb 
etwa —-1/199°. Diese hohe Genauigkeit ist zum Teil darauf zuriick- 
zufiihren, daB die Ubertragung der Ausdehnung des Chloroforms auf 
die Kontaktstelle ausschlieBlich durch Wasser und Quecksilber erfolgt, 
die beide durch einen sehr kleinen Warmeausdehnungskoeffizienten 
ausgezeichnet sind (0.00018 gegen 0,00126 des Chloroforms) und daher 
bei Schwankungen der Zimmertemperatur nur unbedeutende Ver- 
schiebungen des Kontaktmeniskus verursachen. Bei schroffen Tem- 
peraturanderungen, z. B. beim Liften des geheizten Laboratoriums 
an kalten Wintertagen, kénnen jedoch dadurch Anderungen der Thermo- 
statentemperatur um einige Hundertstel Grade eintreten. Durch Warme- 
isolierung des aus dem Thermostaten herausragenden Steigrohres kann 
diese Fehlerquelle ausgeschaltet oder wenigstens weitgehend ein- 
geschrankt werden. 

Als Unterbrecher fiir die Heizlampe HL (Abb. 1b) verwenden 
wir kleine Vakuumquecksilberunterbrecher U, wie sie jetzt unschwer 
kauflich zu erhalten sind. Das zylindrische Glasgefa8 wird zwischen 
den beiden Drahteinschmelzstellen mit einer kleinen Manschette 
aus diinnem Aluminiumblech gefaBt und damit an der stark gekiirzten 
Kléppelstange einer Schwachstromklingel befestigt. Als Stromquelle 
fiir den Klingelmagneten Mg diente anfanglich ein Akkumulator. 
Jetzt erfolgt mit Hilfe einer Art Potentiometerschaltung die Strom- 
abnahme von einem kleinen Schiebewiderstand W (100 Ohm), der in 
Serie hinter einer 16kerzigen Kohlenfadenlampe L an die 110-Volt- 
Leitung angeschlossen ist. Man stellt den Widerstand so ein, daB gerade 
der Klingelanker A mit dem daran befestigten Quecksilberunterbrecher 
angezogen wird. Die Neigung des Unterbrechers ist dabei so zu justieren, 
daB er angezogen den Heizlampenstromkreis, in den er eingeschaltet 
ist, unterbricht. Im Stromkreis des Klingelmagneten liegt parallel 
zur Thermoregulatorkontaktstelle Quecksilbermeniskus /Platindraht eine 
Kapazitat Kp von 1 oder 2 Mikrofarad, die die Entstehung gréBerer 
Funken an dieser Kontaktstelle und damit eine rasche Oxydation und 
Verschmutzung des Quecksilbermeniskus verhindert!. Sehr bewahrte 
es sich, diesen Meniskus mit ganz reinem Paraffin6él zu iiberschichten, 
so daB die Unterbrechungsstelle unter Ol liegt. Es treten dann nur ganz 


1 Vgl. Fajans-Wiist, Physikalisch-chemisches Praktikum 8. 110. Leip- 


zig 1929. 
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winzige Fiinkchen auf und das Quecksilber verschmutzt auBerordentlich 
langsam. No6tigenfalls wird es in der Weise gereinizt, da} man mit 
einer feinen, in die Thermoregulatorkapillare eingefiihrten Glaskapillare 
das Ol und die oberste Quecksilberschicht absaugt, mittels eines an 
einer aufgerauhten feinen Nadel! befestigten Wattepfrépfchens die 
Thermoregulatorkapillare von allem anhaftenden Schmutz reinigt 
und dann frisches Paraffin6l einfiillt. Diese Prozedur ist bei unseren 
Apparaten bei ununterbrochenem Tag- und Nachtbetrieb etwa alle 
4 bis 6 Wochen erforderlich. Bei Verwendung héherer Spannungen 
lassen sich die Funken auch durch eine Kapazitaét nicht ganz unter- 
driicken und es tritt daher hierbei eine viel raschere und intensivere 
Verschmutzung des Meniskus ein. 


Zusammenfassung. 

Es wird ein neuer Thermoregulatortyp beschrieben, der dadurch 
ausgezeichnet ist, daB sich das Instrument sehr bequem fiillen und in 
einfacher und rascher Weise auf beliebige Temperaturen zwischen 

50 und + 50° baw. + 12 und + 140° einstellen 1laBt. Seine Emp- 
findlichkeit betragt auch im Dauerbetrieb etwa 0.01. 

Es werden einige kleinere apparative und methodische Anweisungen 

fiir den Betrieb von Thermoregulatoren gegeben. 


| Sehr gut eignen sich dazu die von Zahnarzten zur Extraktion von 


Wurzelnerven verwendeten sogenannten ,,Nervennadeln“t, die in den ein- 
schlagigen Fachgeschaften erhaltlich sind. 


Uber Citrullin, eine neue Aminosiure 
im PrebBsaft der Wassermelone, Citrullus vulgaris sehrad. 


Von 
Mitsunori Wada. 
(Mitgeteilt von U. Suzuki, Agrikultur-chemisches Institut der Universitat 
Tokio.) 
(Eingegangen am 4. Juni 1930.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Y. Koga und S. Odake (1) haben vor 16 Jahren im hiesigen Labora- 
torium aus dem PrefSsaft der Wassermelone, auBer Arginin und 
Glykokollbetain, eine stickstoffhaltige Substanz als farblose Prismen 
isoliert ; sie schmolz gegen 202° und bildete kristallinisches Kupfersalz, 
welches sich bei 257 bis 258° zersetzte. Die Analyse ergab die empiri- 
sche Formel C,H,,N,0,. Weiter wurde der Koérper aber nicht unter- 
sucht. 

Der Verfasser hat nun diese ‘Untersuchung fortgesetzt und die 
Konstitution der Verbindung festgestellt. Als Name sei ,,Citrullin’ 
vorgeschlagen. 

Citrullin gibt die Triketohydrindenreaktion und bildet hellblaues 
Kupfersalz wie gewohnliche «-Aminosiuren. Es enthalt zwei Amino- 
gruppen und eine Carboxylgruppe im Molekiil. Durch Einwirkung von 
Bariumhydroxyd wird unter Abspaltung von Ammoniak Ornithin ge- 
bildet. Es zeigt auch einige Harnstoffreaktionen, wie Ehrlich- und Schiff. 
sche Reaktion, unterscheidet sich jedoch von freiem Harnstoff dadurch, 
daB es keine Verbindung mit Xanthydrol bildet; Urease ist auch ohne 
Wirkung auf Citrullin. Die empirische Formel des Citrullins stimmt 
mit der der Argininsaure iiberein, die aus Arginin durch Einwirkung 
von salpetrige Saure entsteht: 

NH,—C—NH—CH,CH,CH,—CH(OH)COOH (Argininsiure). 
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Argininsiure bildet aber kein Kupfersalz, schmilzt héher als 
Citrullin und gibt nur eine schwache Triketohydrindenreaktion, 
sie zeigt auch die Sakaguchische Argininreaktion, die bei Citrullin 
fehlt. Ferner wird Argininsiure durch Sauren leicht zersetzt, 
wahrend Citrullin durch Alkalien gespalten wird. Aus diesen 
Griinden méchte der Verfasser dem Citrullin folgende Formel zu- 
schreiben: 

NH,CO.NH.CH,CH,CH,CH(NH,)COOH. 


Citrullin 6-Carbamido-ornithin. 


Diese Annahme wurde von verschiedenen Seiten bestatigt. Ferner 
hat der Verfasser Citrullin synthetisch dargestellt, und zwar nach 
folgendem Schema: 


Arginin: NH~, 
N HOON H—CH,—C H,—C HH, — CH (NH) COOH 

v 
Ornithin: N H,—C H,—C H,—C H,—CH (N Hy) COOH 


v 


Dibenzoyl-ornithin: C,H,CO—NH—C H,—C H,—C H,—CH(NH. COC, H,) COOH 


v 
a-Mono-benzoyl-ornithin NH,—CH,—CH,—CH,—C H( NH. COC, H,) COOH 


a-Mono-benzoyl- v 
d-Carbamido-ornithin: NH,CO.NH—CH,—C H,—C Hy—C H( NH. COC, H,) COOH 


v 
d-Carbamido-ornithin: NH,CO.NH—C H,—C H,—C H,CH(N Hy) COOH 
synthetisches Citrullin. 


Das synthetische Produkt stimmt in jeder Beziehung mit dem 
natiirlichen Citrullin tiberein. 


Isolierung des Citrullins, 


Der PreBsaft aus 80 kg Wassermelonen wurde klar abfiltriert und 
im Vakuum eingedampft. Der erhaltene Sirup wurde nun mit 2 Liter 
Wasser verdiinnt und mit basischem Bleiacetat so lange versetzt, 
bis kein Niederschlag mehr entstand. Nach 24 Stunden saugte man 
ab, und nach dem Entfernen des Bleies durch Schwefelwasserstoff 
wurde das Filtrat auf 2 Liter eingeengt, mit 10°,,igem Natriumcarbonat 
neutralisiert und so lange mit Neuwbergschem Reagens (2) (25°,, Queck- 
silberacetatlésung) versetzt, bis gerade ein gelber Niederschlag von 
Quecksilberoxyd auftrat. Wahrend dieser Zeit muBb man stets etwas 
Natriumearbonat zugeben, um die Fliissigkeit neutral bis schwach 
alkalisch zu halten. Man fiigte nun soviel Alkohol hinzu, bis die 
Fliissigkeit 5 bis 8°, davon enthielt. Nach 24 Stunden saugte man 
den Quecksilberacetatniederschlag ab, wusch mit 80°,igem Alkohol, 
verteilte in Wasser, entfernte durch Einleiten von Schwefelwasserstoff 


27° 
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das Quecksilber und filtrierte ab. Das Filtrat wurde auf 2 Liter ein- 
geengt, mit etwas Schwefelsdiure angesiuert und mit Phosphorwolfram- 
sdure gefallt. Das Filtrat des dadurch entstandenen Niederschlags 
enthielt Citrullin. Dann wurde es mit Alkohol versetzt, bis dieser 
50°, des Fliissigkeitsvolumens ausmachte, und nach dem Entfernen 
der Schwefelsiure sowie Phosphorwolframsaéure durch Baryt wurde 
das Filtrat im Vakuum stark eingeengt, mit tiberschiissigem Kupfer- 
hydroxyd gekocht, hei filtriert und weiter eingedampft. Es schied 
sich dabei ein schwer lésliches Kupfersalz des Citrullins in Form hell- 
blauer Prismen aus. Aus heiBem Wasser dreimal umkristallisiert 
schmolz es gegen 257 bis 258° unter Zersetzung. Die Ausbeute betrug 
3,4 g. 

Das Kupfersalz wurde nun im Vakuum bei 100° getrocknet und 


anal ysiert : 





1. 0,1094 g Substanz 0,1374 g CO,, 0.0578 g H,O 
2. 0,1194 g - = 0,1513 g CO,, 0,0667 g H,O 
3. 0,0940 g je 16,4cem N (761,5 mm, 19°) 
4. 0,1017 gz - 0,0197 g CuO 
5. 0,1231 ¢ _ = 0,0240 g CuO 
( H N Cu 
Oe Bec es Hows 34,25 6,45 20,37 15,45 
a a eer 34,56 6,21 _ 15,57 
Ber. (Cg Hyg Nz 03)9 Cu 34,79 5,84 20,31 15,36 


Aus dem Kupfersalz wurde das freie Citrullin regeneriert und im 
Vakuum bei 100° getrocknet und analysiert: 





1. 0,0920 g Substanz 0,1360g CO,, 0,0610 g H,O, 
2. 0,1218 ¢g ie 0,1823 g CO,, 0,0858 g H,O, 
3. 0,0987 g ee 20.61 cem N (756,5 mm 16,5°). 
( H N 
a «eric 9 de ew a eS 40,31 8,10 24,16 
Sete Cer a &, We a ta? 6 Ree 40,82 7,83 ~ 
a er 41,11 7,48 23,99 


Eigensechaften des Citrullins. 
Das Kupfersalz des Citrullins bildet violette diinne Prismen, 
ist schwer léslich in heiBem Wasser und schmilzt bei 257 bis 258° unter 


Zersetzung. 
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Abb. 1. Kupfersalz des Citrullins 1: 770 





Abb. 2. Citrullin (6-Carbamido-Ornithin) 1+ 165 


Das freie Citrullin bildet farblose diinne Prismen und _ schmilzt 
bei 202° (205 bis 206° im geschlossenen Rohr). Es lést sich leicht in 
Wasser, ist aber in Athyl- und Methylalkohol, Ather und anderen organi- 
schen Lésungsmitteln unléslich. Die wasserige Lésung reagiert neutral 
gegen Lackmus und schmeckt schwach siiBlich. Sie zeigt keine optische 
Aktivitat, wahrscheinlich handelt es sich um einen Racemkérper. Aus 
konzentrierter Lésung wird die Substanz durch Phosphorwolframsaure 
gefallt, der Niederschlag lést sich aber im UberschuB des Reagens 
Aus alkalischer Lésung wird es, wie erwaihnt, durch Qucksilbersalze 
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(Acetat, Nitrat, Sulfat und Chlorid) gefallt. Phosphormolybdansaure, 
Gerbsaure oder basisches Bleiacetat geben aber keine Fallung. Durch 
verdiinnte Schwefelsdure oder Salzséure wird Citrullin nicht hydrolysiert 
und hat nicht die Eigenschaften eines Anhydrids oder Peptids. Zwei 
Drittel des Stickstoffs im Citrullin kénnen mit der van Slykeschen 
Methode ermittelt werden, und ein Drittel desselben ist nach der 
Formolmethode titrierbar. 

Somit steht es fest, daB im Citrullin zwei Aminogruppen und eine 
Carboxylgruppe vorhanden sind. 

Urease hat keine Wirkung auf Citrullin, Xanthydrol gibt damit 
keine Verbindung. Durch Einwirkung von Schwefelséure und Natrium- 
nitrit erhalt man eine Oxysiure, die ein in Ather leicht, aber in Wasser 
schwer lésliches Ol darstellt. Wegen Mangel an Material wurde dieses 
Produkt nicht naher untersucht. 

Wenn man 0,1 g des Citrullins mit konzentrierter Salzsdiure 
8 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt und im Vakuum einengt, so 
kann wieder unverandertes Citrullin als Kupfersalz erhalten werden. 


Es zersetzte sich bei 257 bis 258°. 


Bestimmung des Amino-N, 


a) Formolmethode. 





1. 0,0818 g Substanz = 4.43 cem KOH-Lésung, 
l ecm 0,005 6825 ¢ 0,000 102285 ¢ H 0.001427 ¢ N. 
2. 0.0802 ¢ Substanz 4.3ccem KOH. 
N H 
1. 7,728 0.5582 
Z. 7,651 0.5527 





Amino-N Carboxyl-H 

Gef. 1. 7,728 0.5582 
7 a 7.651 0.5527 
Ber. Cg Hy3N3 03 . 7,99 0,569 


b) van Slykesche Methode. 

0,2542 g Substanz wurden in 25 cem geldst. 
1. 10cem davon 14,85 cem N (756,45 mm 16,5°); N = 8,469). 
oe 99 7,45 .,, N (756,45 ,, 16,5°); N 8.51%. 


0,1111 g¢ Kristalle in 10 cem Wasser gelost. 


3. 2cem davon in’ 5 Minuten 3,65 cem N (770,5 mm 21°); N 8,94°. 
30 4,2 N (770,5 ,, 21°); N 10,90°%. 

- x » =~ gs: D4. Stunden 5,00 N (769,8 ,, 20,5°); N 13.08%. 
i = ie) ip 3 Minuten 3,35 ,, N (769,8 ,, 20,5); N 8.15%. 
eS ws » 9» 2% Stunden 6,24 ,, N (769,8 ,, 20,5°); N 16,09°,,. 
8 “s 6,25 .,, N (769,8 ,, 20,5°); N 16,12%. 
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Wie man sieht, wird wahrend 5 Minuten nur 1 Atom N und nach 
2!., Stunden 2 Atome N freigesetzt. 

Versuche mit dem synthetischen Citrullin. 

0.1079 g in 10cem Wasser geldst. 
1. 2ccem in 3 Minuten 3,02 cem N (769.5 mm 21°) 8,12% N. 
2.2 ,, » 2% Stunden 5,99 ,, N (769,5 ,, 21°) 16,11° N. 

Das synthetische Citrullin gibt also genau dieselben Daten wie 
natiirliches Citrullin. 

Nach den oben erwahnten Resultaten steht es fest, daB das Citrullin 
eine Diamino-mono-carbonsaure ist. 


Farbenreaktionen des Citrullins. 

1. Triketohydrindenreaktion: intensiv blau. 

2. Kupferoxyd, Carbonat oder Acetat gaben beim Erhitzen eine 
blauviolette Farbung. 

3. Pyrrolreaktion: stark. 

4. P. Ehrlichsche Reaktion: mit p-Dimethylaminobenzaldehyd und 
Salzsaure gelblich griin. 

5. Vanillinsalzsaure: gelblich braun. 

6. Schiffsche Reaktion: mit Furfurol, Aceton und konzentrierter 
Salzsdure violett-rot. 

7. Phenol und NaClO: blau, beim Erwarmen braun, beim Er- 
kalten wieder blau. 

8. Mit Formalin und Schwefelséure erhitzt: weiBber Niederschlag. 

9. Fehlingsche Lésung wird nicht reduziert. 

10. Die folgenden Reaktionen fallen negativ aus: Biuret, Millon, 
Jaffé, Sakaguchi, Pauly, Liebermannsche Nitrosoprobe, Murexid, Folin, 
Adamkiewicz, Mérner. 


Darstellung der Argininsiure, 


1. Als Ausgangsmaterial wurde zuerst Arginin nach Kosse/ und 
Gross (3) dargestellt. Zu diesem Zwecke wurden 1,5 kg Gelatine mit 
800 cem 25°, iger HC] 8 Stunden gekocht und im Vakuum eingedampft, 
um die Salzsiure auszutreiben. Der zuriickgebliebene Sirup wurde 
mit Natronlauge bis zur schwach sauren Reaktion neutralisiert, mit 
Tierkohle entfarbt und filtriert. Die klare, hellgelbe Fliissigkeit wurde 
nun mit 250g Flaviansaéure (F.150 bis 151°) versetzt und erwarmt, 
bis diese vollstandig gelést war. Nach dem Erkalten schieden sich 
glinzende, hellgelbe, schuppenférmige Kristalle aus, die abgesaugt, mit 
Wasser gewaschen und aus verdiinnter Salzsdure umkristallisiert wurden. 
Die Ausbeute an Argininflavianat betrug 210 g. Diese Kristalle wurden 
nun in heiBem Wasser suspendiert und mit kleinem Uberschuf von 


gesattigter Barytlésung versetzt, wobei sich die Fliissigkeit entfarbte 
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und die Flavianséure als Bariumsalz ausfiel. Nach dem Erkalten 
wurde der Niederschlag abgesaugt und mit Barytlésung gewaschen. 
Das Filtrat wurde nun durch Einleiten von Kohlensiure von Baryt 
befreit und im Vakuum eingedampft. So erhalt man Arginin- 
carbonat. Zur Reinigung wurde es in heiBem Wasser gelést und durch 
Zusatz von Alkohol wieder ausgeschieden. Ausbeute 67 g. 

Aus Arginincarbonat wurde dann salzsaures Arginin nach W.Gule- 
witsch (4) dargestellt, indem das Carbonat in Wasser gelést, mit n/10 
Salzsiure genau neutralisiert und eingedampft wurde. Der zuriick- 
gebliebene Sirup verwandelte sich beim Zusatz von Alkohol in kristal- 
linische Plattchen. F. 235°. 

2. Argininséiure wurde nach Miiller (5) aus Arginin bereitet, indem 
10g salzsaures Arginin in 500 ccm Wasser gelést und mit 8 g (1,1 Mol) 
Silbernitrit versetzt wurden. Das entstandene Silberchlorid wurde ab- 
filtriert und das Filtrat so lange erhitzt, bis keine Entwicklung von Stick- 
stoffgas mehr stattfand (etwa 4 Stunden), Nach dem Erkalten wurde 
noch eventuell vorhandenes Silber durch Schwefelwasserstoff entfernt 
und Kohlendioxyd eingeleitet, um den Schwefelwasserstoff auszu- 
treiben. Auf diese Weise verwandelte sich ein groBer Teil des Arginins 
in Argininsaure. Durch Versetzen der Fliissigkeit mit Flaviansaure 
wurde noch vorhandenes Arginin vollstandig ausgefallt. Das Filtrat 
wurde darauf nach dem Entfernen der Flayiansiure mit Baryt und des 
iiberschiissigen Baryts mittels Kohlensiure im Vakuum eingedampft 
und mit Alkohol versetzt. Es schied sich dadurch Argininsaure in 
kristallinischen Nadeln ab. F. 229 bis 230°, leicht léslich in Eisessig, 
schwer léslich in Athyl- und Methylalkohol und unléslich in Chloroform 
sowie Ather. Ausbeute 8 g. 

Der Unterschied zwischen Argininsdure und Citrullin ist aus 
folgender Tabelle ersichtlich. 





Argininsiure Citrullin 
Schmelzpunkt. . ... . 229—230° 202° 
Triketohydrinden-Reaktion schwach intensiv blau 
Phosphorwolframsaure . . fallbar fallbar; im Uberschub 
des Reagens wieder léslich 
Sakaguchi-Reaktion . . . positiv negativ 
bildet kein Kupfersalz bildet Kupfersalz 
Einwirkung von Sauren 
und Alkalien . . .. . ~~ leicht zersetzlich durch leicht zersetzlich durch 
Sauren Alkalien 


Ornithin aus Citrullin. 


Wenn 0,5¢ Citrullin mit 10cem gesittigter Barytlésung eine 
Stunde erhitzt und nach dem Entfernen des Baryts durch Schwefel- 
siure im Vakuum eingedampft werden, so erhalt man Ornithin als einen 
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alkalischen Sirup, welcher beim Erwiairmen mit Pikrinsiure in das 
kristallinische Pikrat verwandelt wird. Die Ausbeute an Ornithin- 
pikrat betrug 0,83 g hellgelbe Prismen. F. 203 bis 204°; mit reinem 
Ornithinpikrat gemischt gab es keine Erniedrigung des Schmelzpunktes. 


Nachweis von Harnstoffgruppen im Citrullin, 

1. Schiffsches Reagens (5 Tropfen Furfurol, 2cem Aceton, 2 cem 
Wasser und konzentrierte Salzsaure) gibt rotviolette Farbung. Allantoin 
gibt auch dieselbe Reaktion. 

2. Das Aldehydreagens von P. Ehrlich (p-Dimethyl-aminobenz- 
aldehyd und 20°,ige Salzsiure) liefert eine gelbgriinliche Farbung. 
Allantoin zeigt diese Reaktion ebenfalls. 

3. Durch Phosphorwolframsaure und Quecksilbersalze fallbar. 

Citrullin unterscheidet sich vom freien Harnstoff durch folgende 
Reaktionen: 

1. Durch salpetrige Séiure wird kein Stickstoff abgespalten. 

» 


2. Es gibt keine Verbindung mit Xanthydrol. 
3. Urease hat keine Wirkung auf Citrullin. 


Synthese des Citrullins. 

Die Synthese des Citrullins wurde in folgender Weise durchgefiihrt : 

1. Ornithin aus Arginin. 50 g Arginincarbonat wurden mit 250 cem 
gesittigter Barytlésung 2 Stunden erhitzt, bis die Fliissigkeit keine 
Sakaguchische Reaktion (6) auf Arginin mehr gab. Nach dem Erkalten 
wurde der iiberschiissige Baryt durch Kohlendioxyd gefallt und das 
Filtrat im Vakuum eingedampft. So erhielt man Ornithinearbonat als 
alkalischen Sirup. 

2. Ornithurséure aus Ornithin. 20 g Ornithincarbonat wurden in 
100 ccm aquivalenter Natronlauge gelést, mit Kaltemischung stark ab- 
gekiihlt und mit 112g Benzoylchlorid portionsweise unter Schiitteln 
vermischt. Wahrend der Reaktion muB man stets etwas Natronlauge 
zugeben, um die Fliissigkeit schwach alkalisch zu halten. Nach 
6 Stunden wurde abfiltriert und mit 150cem 5n HCl angesauert 
Es schied sich dabei die Ornithursaure als ein weiber Niederschlag ab, 
welcher abgesaugt, mit Wasser und Ather gewaschen und aus Alkohol 
umkristallisiert wurde. Farblose Nadeln, F. 184 bis 185°, Aus- 
beute 51,5 g. 

3. a-Mono-benzoyl-ornithin aus Ornithursiure (7). l0g Di- 
benzoylornithin wurden in 200cem 0,4n Barytlésung gelést und 
20 Stunden am RiickfluBkihler erhitzt. Die ausgeschiedene Benzoe- 
siure wurde abfiltriert und der iiberschiissige Baryt durch Schwefel- 
siure entfernt; dann wird im Vakuum eingedampft. Beim Erkalten 
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schied sich «-Mono-benzoyl-ornithin in farblosen Platten ab. Aus- 
beute 42,5 ¢ 41°, der Theorie. F. 264 bis 267°; leicht léslich in 
Wasser, etwas schwerer in Methylalkohol. 

4. Kondensation von «-Mono-benzoyl-ornithin mit Urethan. 50 g 
a-Mono-benzoyl-ornithin wurden in 500 cem n/40 Barytlésung gelést 
und mit 32 g (etwa 2 Mol) Urethan und 500 cem Athylalkohol eine halbe 
Stunde am RiickfluBkihler erhitzt. Nach dem Erkalten wurde der 
Baryt durch Kohlendioxyd entfernt, abfiltriert, im Vakuum eingedampft, 
und der Riickstand mit Methylalkohol versetzt. Das unveranderte 
a-Mono-benzoylornithin schied sich dadurch kristallinisch aus. Es 
wurde abfiltriert und das methylalkoholische Filtrat nun mit Ather 
versetzt. Jetzt schied sich das Kondensationsprodukt «-Mono-benzoyl- 
6-Carbamido-ornithin in farblosen Nadeln aus. Ausbeute 26,5 g. Im 
Kapillarrohr erhitzt erweicht es gegen 130° und zersetzt sich bei 167 
bis 170°. Es ist sehr hygroskopisch und leicht léslich in Wasser, 
Methyl- und Athylalkohol, aber unléslich in Ather. 

5. Citrullin aus «-Mono-benzoyl-6-carbamido-ornithin. 26,5 g 
a-Mono-benzoyl-6-carbamido-ornithin wurden mit der 15fachen Menge 
30° iger Schwefelsaure 15 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt, die da- 
durch abgespaltene Benzoesiure wurde abfiltriert, und nach dem Ent- 
fernen der Schwefelsiure durch Baryt wurde die Fliissigkeit mit Cu(OH o 
erhitzt, heiB filtriert und eingedampft. Das Kupfersalz des Citrullins 
schied sich als hellblaue Kristallmasse aus, die mit Alkohol gewaschen 
und aus heiBem Wasser umkristallisiert wurde. Ausbeute 9g. Im 
Kapillarrohr erhitzt wird das Kupfersalz gegen 240° rotbraun und 
zersetzt sich bei 259 bis 260° unter Schiumen. Mischprobe mit dem 
Kupfersalz des Citrullins aus Wassermelonen zeigt keine Erniedrigung 
des Sclimelzpunktes. 

5g des Kupfersalzes wurden nun in gewohnlicher Weise durch 
Schwefelwasserstoff zerlegt und nach dem Eindampfen mit Methy]- 
alkohol versetzt. Das freie Citrullin schied sich dabei in diinnen fablosen 
Prismen ab. Ausbeute 3,8g. Aus heiBem Wasser umkristallisiert, 
schmolz es bei 205 bis 206° unter Schiumen und stimmte vollkommen 
mit dem natiirlichen Citrullin iiberein. 

Analyse des Kupfersalzes des synthetischen Citrullins (im Vakuum 
bei 100° getrocknet) : 

1. 2,3278 mg Substanz 0,427 cem N (20°, 765,7 mm), 
”, 


2 17 = mn 6,490 mg CO,, 3,041 mg H,0O. 





Gef. . 34,2: 6,53 20,39 


) 
Ber. (Cg Hyg Ng Os)g Cu 34,79 5,84 20,31 15,36 
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Analyse des freien synthetischen Citrullins. 


1. 1.762 mg Substanz 0,383 ccm N 57 





(757.6 mm, 20°), 
2. 2,527 ,,; - 0,540 ,, N (757,6 ,, 20°), 
3. 4,664 ,, en 6,981 mg CO,, 3,563 mg H,O, 
4. 3,543 ., - 5,443 ,, sa 2,723 
§. 4,174 ,, = 6,370 3,071 
( H N 
Ree devs, haloes aa cat oe hele (ere bs 40,08 8.48 24,13 
AG ate og Ae aa et an oo ee 41,89 8,52 24.03 
Re a ee ee a 41,62 8,17 
Mer. Colise iss © «s+ + ss ‘ 41,11 7.48 23,99 


Zusammenfassung der Resultate. 


1. Aus dem PreBsaft der Wassermelone wurde eine neue Amino- 
siure von der Formel C,H,,N,0, in farblosen Prismen isoliert; sie wird 
,.Citrullin*’’ genannt. 

2. Es wurde festgestellt, daB Citrullin 6-Carbamido-ornithin von 
folgender Zusammensetzung ist: NH,CO . NH . CH, . CH, . CH, 
.CH(NH,) . COOH. 

3. Die Richtigkeit dieser Formel wurde durch Synthese des 
Citrullins bestatigt. 
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Uber das Vorkommen von Lyso-Lecithin in poliertem Reis. 


Von 





Motoe Iwata. 


(Mitgeteilt von U. Suzuki, Biochemisches Laboratorium des Instituts fii 
physikalische und chemische Forschung, Tokio.) 


(Eingegangen am 4. Juni 1930.) 


Wern polierter Reis mit Wasser gewaschen, getrocknet und wieder- 
holt mit warmem 94°,igem Alkohol extrahiert und der alkoholische | 
Extrakt im Vakuum eingedampft wird, so erhalt man einen hellbraunen 
Sirup, welcher etwa 1°, des Ausgangsmaterials betragt. Der Verfasser 
hat nun aus diesem alkoholischen Extrakt, auBer Neutralfetten und 
Fettsauren, wie Palmitin-, Olein- und Linolsaduren, eine stark himolytisch | 
wirkende Substanz isoliert und als Lyso-Lecithin identifiziert : 

CH, 0 (C,; Hy, CO) 

CHOH O 

CH, 0—P—O 
OCH, CH, N(CH,), 


Lyso-Lecithin. 


Nach Delezenne!, Belfanti? und Magistris® ist Lyso-Lecithin ein 
Gift, welches durch Einwirkung von Kobragift auf Lecithin entsteht. 
Das Kobragift selbst enthalt kein Gift, sondern es enthalt ein wirksames 
Enzym ,,Lecithinase“‘, welches aus Lecithin ein Molekiil ungesattigter 
Fettsdiure abspaltet und das giftige Lyso-Lecithin liefert. 

Es ist eine auffallende Tatsache, daB der Reis eine solche giftige 
Substanz enthailt. Ob es mit dem hypothetischen ,,Oryzatoxin’ von 


1 Delezenne und Ledebt, C. r. Acad. Sci. 152, 790, 1910; 1538, 81, 1911; 
155, 1101, 1912; Delezenne und Fourneau, Bull. Soc. Chim. IV, 15, 421, 1914. 

2 S. Belfanti, diese Zeitschr. 154, 148, 1924; Zeitschr. f. Immunitits- 
forschung 44, H. 4/5, 1924; 56, H. 5/6, 1928. 

3 H. Magistris, diese Zeitschr. 210, 85 bis 119, 1929. 
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Teruuchi und seinen Mitarbeitern! identisch ist, oder ob es irgendeine 
Beziehung mit der Beriberikrankheit des Menschen hat, wie diese 
Autoren behaupten, mu spater untersucht werden. 


Isolierung des Lyso-Lecithins, 

Zu diesem Zwecke wurde der alkoholische Extrakt unter ver- 
mindertem Druck stark eingeengt und in eine gréBere Menge Ather 
eingegossen. Der dadurch entstandene Niederschlag wurde in kaltem, 
absolutem Alkohol gelést, vom unléslichen Riickstand abfiltriert und 
wiederum in Ather eingegossen. Der weiBe Niederschlag wurde ab- 
gesaugt und im Exsikkator getrocknet. Die Ausbeute betrug 150 ¢g 
aus 70 kg Reis, was etwa 0,2°,, des Ausgangsmaterials entspricht. 

Dieser Niederschlag wurde nun wieder in warmem, absolutem 
Alkohol gelést. nach dem Erkalten vom unléslichen Riickstand ab- 
filtriert und mit einer warmen alkoholischen Lésung von Cadmium- 
chlorid versetzt, bis es keine Fallung mehr gab. Der Cadmiumnieder- 
schlag wurde wiederholt mit absolutem Alkohol gewaschen, in 10- bis 
15fachen Mengen heiBem Chloroform suspendiert und mit kleinemUber- 


oO 


schuB von 95 °.,igem Alkohol, welcher 15°,, Ammoniak enthielt, versetzt. 
Es schieden sich dabei Cadmiumhydroxyd und Ammoniumchlorid 
als weiBer Niederschlag aus. Man filtrierte nun ab und dampfte das 
Filtrat unter vermindertem Druck ein; so wurde das rohe Lyso-Lecithin 
in kristallinischem Zustande erhalten. 


Reinigung des Lyso-Lecithins. 


Die in oben erwahnter Weise dargestellten Kristalle von Lyso- 
Lecithin waren sehr hygroskopisch und enthielten noch verschiedene 
Substanzen als; Verunreinigung; sie wurden deshalb wiederholt aus 
absolutem Alkohol und Chloroform umkristallisiert, um Chlor und 
Ammoniak vollstandig zu entfernen, dann wurde es nochmals in fiinf- 
facher Menge warmen Pyridins gelést und im Exsikkator stehengelassen 
Es schied sich dabei das Lyso-Lecithin in feinen seidenglinzenden 
Nadeln aus. Dieser ProzeB wurde dreimal wiederholt und schlieBlich 
die Kristallmasse in absolutem Alkohol gelést, mit wenig Aceton 
versetzt und stehengelassen. Das Lyso-Lecithin schied sich in Form 
farbloser langer Nadeln aus, die gesammelt und iiber Chlorcalcium und 
dann iiber konzentrierter Schwefelsiure im Exsikkator getrocknet 
wurden. 

Das reine Lyso-Lecithin bildet farblose Nadeln; in geschlossenem 
Roéhrchen erhitzt, zersetzt es sich bei 262 bis 264° unter Gasentwicklung 
Es ist léslich in Wasser, Athyl- und Methylalkohol, Eisessig, Chloroform 


1 M. Teruuchi und A. Keio-Igaku, 9, Nr. 11, 1929. 
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und Pyridin, aber unléslieh® olather und Aceton. Die 


~ 


wisserige Lésung reagiert gegen Phenolphthalein neutral und hat 


stark stechenden Geschmack. Wie organische Basen wird es durch 
Phosphorwolframsaure gefallt. Wenn eine wasserige Lésung des Lyso- 
Lecithins mit Bariumhydroxyd erwarmt wird, so wird es leicht hydro- 
lysiert und gibt dabei weibe Triibung. Es gibt keine Reaktion der 
ungesattigten Fettsauren mit konzentrierter Schwefelsaure und Zucker. 
Ferner gibt es keine Molischsche Reaktion aut Zucker. Mit Cadmium- 
chlorid oder Platinchlorid bildet es nadelférmige Kristalle. 


Bestimmung des Drehungsvermdégens. 
1. 1,066 g Lyso-Lecithin in 25 cem Chloroform gelést, spezifisches 
Gewicht der Lésung 1,476. Drehung bei 20° und Natriumlicht, im 2-dem- 
Rohr 0,4° nach links. Mithin 


[a]? = — 4,52, 





Wenn man 0,02 bis 0,1 g Lyso-Lecithin in Wasser lést und Tauben 
subkutan einspritzt, so beobachtet man lokale Verblutung und starke 
Diarrhée nach 3 bis 4 Stunden. Der Kot ist griinlich gefarbt. Wird 
dieselbe Dosis einer Maus eingespritzt, so stirbt sie nach 3 bis 12 Stunden. 
Wenn es aber per os gegeben wird, wirkt es weniger giftig. Wird 0,1 g 
Kristall in 1 Liter Wasser gelést und ein kleiner Goldfisch (15 bis 20 g) 
hineingebracht, so scheidet der Fisch schleimige Substanz aus dem 
Munde und der ganzen Korperoberfliche aus und stirbt innerhalb 
1, bis 1 Stunde. 
Analyse des Lyso-Lecithins. 

Priparat I. Viermal aus Pyridin und schlieBlich aus heibem 
Chloroform umkristallisiert, iiber konzentrierter Schwefelsiure und 
Phosphorpentoxyd im Exsikkator getrocknet und analysiert. 


0,2299 g Substanz: 0.4895 g¢ CO,, 0,2033 g¢ H,O. 


l. 

2. 0,2151 g A 0,4590 g CO,, 0,1917g¢ H,O. 
3. 0.2578 g a nach Kjeldahl 2,73°, N. 

4. 0,2517 g - * $9 2.53% N. 

5. 0,2537 g - 0,0540 g Mg, P,O, = 5,959, P. 
6. 0,2492 g ao 0,0534 g Mg, P,O, = 5,97, P. 


Préparat II. Aus heiBem, absolutem Alkohol durch Zusatz von 
wenig Aceton umkristallisiert, itiber Chlorcalcium und konzentrierter 
Schwefelsaure im Exsikkator und schlieBlich im Vakuumtrockenapparat 
getrocknet und analysiert. 


1. 0,1821 g Substanz: 0.3873 g CO,, 0,1586g H,0O. 
2. 0,1841 g % 0,3905 g CO,, 0,1670g H,O. 
3. 0,1785 g a 0,3802 g CO,, 0,1650g¢ H,O. 
4. 0,1973 g ae nach Kjeldahl 2,61°% N. 

5. 0,2338 g ss 0,0527 g Mg, P.O, = 6,28% P. 


6. 0.1920 ¢ > 0,0427 g Mg, P,0, = 6,19% P. 
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ta 

H N P 
Durchschnittswerte der Analysen. . . . . 58,08 10,01 2,62 6,24 23,05 
Berechnet fiir CogH;» NPOg. . . .. . . | 56,382! 9,85) 2,74 6,07 25,02 
‘ » CegHg NPO,. ..... . | 58,18 | 10,10} 284 | 6,26 | 22.63 


Hydrolyse des Lyso-Lecithins. 

1. Palmitinsdure. Zur Isolierung der Palmitinsiure wurden 1,10 g 
Lyso-Lecithin in 350 cem 10° iger Schwefelsaure gelést und im Soxh/et- 
schen Apparat 24 Stunden mit warmem Ather extrahiert. Die atherische 
Lésung wurde wiederholt mit Wasser gewaschen, um Schwefelsiure 
zu entfernen, und mit Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Eindampfen 
des Athers schied sich die Palmitinsiure in weiBen Kristallen aus. Die 
Ausbeute betrug 0,541 g oder 97°, der Theorie. Schmelzpunkt des 
gereinigten Praparats 62,5°. Mischprobe mit reiner kauflicher Palmitin- 
siure ergab keine Erniedrigung des Schmelzpunktes. Saurezahl: 218.6. 

2. Cholin. Das Cholin wurde aus der wasserigen Lésung, nach der 
Extraktion der Palmitinsiure, mit Phosphorwolframsiure  gefillt. 
Der Niederschlag wurde in gewéhnlicher Weise durch Baryt zerlegt 
und der iiberschiissige Baryt durch Kohlensiure entfernt. Das Filtrat 
wurde stark eingeengt und mit absolutem Alkohol versetzt. Cholin- 
carbonat schied sich als farbloser Sirup aus. Ausbeute: 0,265 g oder 
24°, des Lyso-Lecithins (theoretisch: 24,65 °,). 

Cholincarbonat wurde zum Pikrat verwandelt, mit einem Gemisch 
von Alkohol und Ather gewaschen und aus heiBem Alkohol umkristalli- 
siert. Gelbe Prismen; Schmelzpunkt 244° (unkorr.). Mit reinem 
Cholinpikrat gemischt, zeigte der Schmelzpunkt keine Erniedrigung. 

3. Glycerophosphorsdure. Das Filtrat vom Phosphorwolframsaure- 
niederschlag wurde mit Baryt neu‘ralisiert, abfiltriert, zu einem Sirup 
eingedampft und in eine gréBere Menge Alkohol eingegossen. Es 
entstand ein weifer Niederschlag, welcher in kaltem Wasser leicht, in 
heiBem Wasser schwer léslich war. Er gab keine Reaktion auf Zucker 
und enthielt Phosphor und Barium, aber keinen Stickstoff; so wurde es 
als Bariumsalz der Glycerophosphorsaure identifiziert. Wegen Mange! 


an Material wurde es nicht analysiert. 


Uber den Vitamingehalt von Backpulver- und Hefegebiick. 
Gleichzeitig ein Beitrag zum Vergleich yon gefib- 
und darmaktiven Hefeextrakten mit Vitaminen aus Hefe. 


Von 
A. Bernfeld und E. Schilf. 


(Aus den physiologischen Instituten der Deutschen Hochschule fiir Leibes- 
iibungen und der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Juni 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Einleitung. 

Bei unseren Histaminstudien fiel uns auf, daB einige Autoren 
dieses Amin zum Vitaminproblem in Beziehung brachten!. Wir unter- 
suchten daher, ob Organextrakte, die nach den vorgeschriebenen 
Methoden behandelt, Vitamine enthalten muBten, wie Histamin die 
GefiB- und Darmmuskeln erregen. Wir verwendeten hierzu Hefe, 
die ja reich an Vitaminen ist, und konnten eine gefaiB- und darmaktive 
Substanz mit Methoden gewinnen, die denen zunachst nicht undhnlich 
sind, um Vitamine zu erhalten. Unser Grundgedanke war zunichst, 
ob man in der Hefe die Menge der gefaB- und darmaktiven Substanz 
zum Vitamingehalt der Hefe in Beziehung bringen kénnte. Ware dies 
der Fall, so hatte man, indem man z.B. die gefaR- und darmaktive 
Substanz am Blutdruck oder Darmpraparat mibt, ein bequemes Mittel 
in der Hand, den Vitamingehalt in der Hefe im akuten Versuch zu 
bestimmen und zahlenmabig zu bewerten. Wahrend wir hieriiber 
Versuche anstellten, gingen wir in der Literatur Arbeiten nach, die in 
relativ einfacher und eindeutiger Weise zeigen sollten, daB Hefe, die 
einer sonst zur Mangelkrankheit fiihrenden Nahrung zugesetzt, den 
Verlauf der Avitaminose mehr oder weniger beeinfluBt. Hierfiir schienen 
uns Arbeiten von Scheunert und Schieblich? geeignet zu sein, die fanden, 
daB Ratten, die sie praktisch B- und D-vitaminfrei ernahrten, sehr 


1 Siehe dariiber in Feldberg und Schilfs Buch: Histamin, seine Pharma- 
kologie und Bedeutung fiir die Humoralphysiologie. Berlin, Verlag Springer, 
1930. 

2 A. Scheunert und M. Schieblich, diese Zeitschr. 202, 380, 1928; 212, 
80, 1929. 
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bald an polyneuritischen Krampfen erkrankten und zugrunde gingen. 
Als Nahrung diente Weizenmeh| feinster Ausmahlung, dem zum Backen 
Backpulver zugesetzt worden war. Wurde aber Hefe in veranderlicher 
Menge an Stelle des Backpulvers verwendet, so gelang es, ,,die Tiere 
giinstigenfalls langere Zeit am Leben zu erhalten“. 

Bevor wir mit unserem gefiBaktiven Hefeextrakt die Versuche auf- 
nahmen, haben wir in der vorliegenden Arbeit die Versuche von Scheunert 
und Schieblich wiederholt und untersucht, ob die Ratten mit Weizen- 
brot, das einmal mit Backpulver und das andere Mal mit Hefe gebacken 
war, Unterschiede aufweisen. Sollten sich wirklich Unterschiede finden, 
so war mit Bezug auf unseren gefaibaktiven Hefeextrakt eine einfache 
Methode gegeben, gefaBaktive Substanzen und Hefevitamine von- 
einander zu unterscheiden oder ihre Gleichartigkeit festzustellen, um 
daraus weitere Versuche anzuschlieBen. Andererseits war das Problem 
auch vom allgemeinen ernahrungsphysiologischen Standpunkt aus 
bemerkenswert. Es ist darauf hingewiesen worden!, daB Weizenbrot, 
das mit Backpulver gebacken wurde, fiir das Auftreten von Beri-Beri 
bei den nord- und siidamerikanischen Land- und Waldarbeitern ver- 
antwortlich gewesen sei. Bei einseitiger Ernahrung diirften geringe 
Unterschiede in der Zufuhr von Vitaminen zur Avitaminose fiihren. 
Im Weltkrieg kam es bei den europiischen Truppen in Mesopotamien, 
die mit frischem Fleisch und feinstem Weizenbrot ernahrt wurden, 
wiederholt zu Beri-Beri-Erkrankungen, als das frische Fleisch durch 
Konserven ersetzt werden muBbte?. 


Methode, 


Die Versuche wurden in den Monaten Dezember bis Mai an jungen, 
wachsenden Ratten ausgefiihrt, die ein Anfangsgewicht von 40 bis 50g 
hatten. Die Ratten wurden in iiblichen Dirahtkaéfigen einzeln gehalten. 
Ich benutzte Tiere gleichen Wurfes. Das Brot war aus feinstem Weizenmeh|! 
ohne irgendwelche Zusétze gebacken, und zwar a) mit der iiblichen Menge 
PreBhefe (25g pro Kilogramm); b) mit Backpulver; von PreBbhefe und 
Backpulver wurden Produkte handelsiiblicher Qualitét verwendet. Die 
Brotmengen wurden taglich frisch gebacken und den Tieren taglich frisch 
in reichlicher Menge gegeben. Fiir gewéhnlich benutzte ich acht junge 
Ratten eines Wurfes. Drei Tiere erhielten Hefebrot und Wasser, drei 
weitere Backpulverbrot und Wasser, und aus Vergleichsgriinden erhielten 
die iibrigen zwei Ratten normale Nahrung. Nach einer gewissen Zeit, in 
der bei den Tieren deutliche Zeichen der insuffizienten Nahrung zutage 
traten, erhielten sowohl die Hefe- als auch die Backpulvertiere statt des 
Wassers, das die Tiere neben dem Brot in den Kafig hineingestellt erhielten, 
Milch. In anderen Fallen erhielten die Tiere von Beginn des Versuchs an 
die beiden Brotarten und Milch, und nach einer gewissen Zeit gaben wir 
statt Milch Wasser. 


1G. A. Hartwell, Biochem. Journ. 18, 93, 1924. 
2 W.H. Willcox, Brit. med. Journ. 1, 73, 1920. 
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Versuchsergebnisse. 


Sowohl die mit Hefe als auch mit Backpulverbrot und Wasser 
ernahrten Tiere gingen nach ungefihr 6 Wochen ein, ohne daB gesagt 
werden kénnte, daB sich hinsichtlich des Gewichts und der Lebensdauer 
Unterschiede gezeigt haitten. Geringe Gewichtszunahmen bis zu 90 g 
wurden erreicht. Die Tiere hatten ein struppiges Haarkleid und ein 
sehr kiimmerliches Aussehen. 

Gibt man aber den Tieren 1 bis 2 Wochen vor ihrem zu erwartenden 
Tode Milch, so erholen sich die Tiere sehr schnell und nehmen an Gewicht 
stark zu. Es fallt aber doch auf, daB die Gewichtskurve der Hefetiere 
etwas steiler ansteigt als die der Backpulvertiere. 

Dieser Unterschied in der Ernahrung wird aber deutlicher, wenn 
man den Versuch umkehrt. Junge, wachsende Tiere, die mit Back- 
pulver bzw. Hefebrot und Milch ernahrt werden, zeigen deutliche 
Unterschiede, wenn man die Milch absetzt und Wasser gibt. Wahrend 
die Hefetiere im Wachstum, wenn auch verzégert, weiter zunehmen, 
hért bei den Backpulvertieren das Wachstum auf oder das Gewicht 
nimmt sogar ab (siehe die Abb. 1). 
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Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Aus den Versuchen geht klar eine Bestitigung der Befunde von 
Scheunert und Schieblich hervor; bei besonderer Wahl der Versuchs- 
bedingungen ist Backpulverbrot dem Brot, das die iiblichen Hefe- 
mengen enthalt, deutlich unterlegen. Vom ernahrungsphysiologischen 
Standpunkt aus diirfte diese Tatsache dann zu beriicksichtigen sein, 
wenn die Ernihrungsbedingungen fiir das Zustandekommen einer 


Avitaminose giinstig sind. Fiir unsere weiteren Arbeiten iiber die Be- 
ziehung der Hefevitamine zu den gefaB- und darmaktiven Substanzen 
des Hefeextrakts ist die hier angewendete Vergleichsmethode geeignet. 
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Uber eine exakte Mikromethode zur Bestimmung der gesamten 
Fett- und Lipoidmenge im Blute. 1. 


Von 
R. Iwatsuru. M. Morimoto und M. Tamura. 


(Aus der Il. medizinischen Klinik, medizinischen Akademie zu Osaka. ) 


(Eingegangen am 5. Juni 1930). 


I. Einleitung. 


Friiher hatten Kumagawa und Suto (1908) eine zuverlassige Fett- 
und Lipoidbestimmungsmethode ausgearbeitet, die jetzt vielfach im 
Gebrauch ist. 


Bloor (1914) hatte eine erschépfende Extraktion sowie die Bestimmung 
der Fett- und Lipoidkérper mit kleinster Blutmenge hinreichend genau er- 
moéglicht. Vier Jahre spater hat Bang (1918) eine Mikromethode der Titration 
mittels Chromsiure ver6ffentlicht, die griindlich nachgepriift wurde 
Namentlich lie} Maas (1924) die Oxydation der Fette und Lipoide gleich 
zeitig sowohl in Probierréhrchen als auch in Becherchen stattfinden, ohne 
dieselbe Reduktionszahl der Chromséure zu erhalten. Nach unserer Meinung 
ware es doch ein irrtiimlicher SchluB, weil die Prebierréhrchen héchst 
schwer zu reinigen sind und ein kleiner Teil des zu bestimmenden Fett- 
lipoidskérpers unmerkbar tiber die obere Kante des Becherchens heraus- 
kriecht. In Ubereinstimmung mit Bang bekamen Gorodissky (1925) und 
Heckscher (1927) ungefahr zuverlassige Resultate, nur die Reduktionseinheit 
lag hier bei 2,85 pro 1 mg Fett. Fleisch (1926), Blix (1926) und Léw (1926) 
bestatigten die Arbeit von Bang, indem sie auf mathematischem sowie 
auf experimentellem Wege die Abweichungen derselben genau verfolgten. 

Die nachstehend geschilderte, von uns ausgearbeitete Methode 
vereinigt die Vorziige der Bang- und Bloorschen Methode. Wir haben 
besondere Aufmerksamkeit auf die Reinigung der GebrauchsgefaBe 
sowie auf Vermeidung von Verlusten an Fett und Lipoiden aus dem 
GefaB verwendet. 


Hier sei noch eine von Szent-Gyérg yi (1923) vorgeschlagene titrimetrische 
Cholesterinbestimmung erwahnt, die der Bangschen Arbeit zugrunde liegt 
Dabei gibt der Blindversuch mit Chromsiure zu hohe Werte, weil die 
Oxydationsfliche zu groB ist und daher das Reaktionsmilieu sich zu 
schnell abzukiihlen pflegt. 
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II. Methodisches Prinzip. 


Das Prinzip unserer Methode beruht darauf, daB man zuerst das 
Fett und Lipoid mit Alkohol-Athermischung extrahiert und den Ver- 
dunstungsriickstand unter Zusatz einer bestimmten Menge von Chrom- 
schwefelsaure oxydiert, ohne irgendeine Erhitzung oder Abkiihlung 
anzuwenden. 

K,Cr,0, + H,SO, = K,SO, + 2Cr0, + H,O 
4CrO, 2(Cr,0, + 30,. 


— 


Man ermittelt dann die unbenutzt gebliebene Chromatmenge 
jodometrisch, und erhalt die Fett- und Lipoidmenge (als Triolein 
berechnet) aus der gebrauchten Chromatmenge. 


2CrO,+ 12KJ = 2CrJ,+ 6K,0 + 6J 
2J + 2Na,8,0, 2NaJ + Na,S,0,. 


III. Reagenzien. 


1. Alkohol-Athermischung. Man mischt drei Volumteile Athylalkohol 
und ein Volumteil Athylaither, die beide vorher nach Bloors Angabe ge- 
reinigt und destilliert werden sollen, um Verunreinigungen und Wasser- 
zutritt zu vermeiden. 

2. n/10 Chromatlésung. Man lést 4,9083 g Kaliumbichromat (K, Cr, 0,) 
in etwa 500 cem Wasser, setzt dazu 1,0 ccm reinste Schwefelséure (Merck) 
und fiillt mit destilliertem Wasser genau auf | Liter auf. 

3. Konzentrierte Schwefelsiiure vom spezifischen Gewicht 1,84 (Merck) 
pro Analysi. 

4. 5°, ige Jodkaliumlésung. 

5. 1% ige Starkelésung: Man lést 1,0g lésliche Starke in 100 cem 
Wasser unter Erwairmen, dann setzt man 20 g Chlornatrium zu. 

6. n/10 Thiosulfatlbsung: Man lést 24,830g  Natriumthiosulfat 
(Na,S,0, + 5H,O) in 1 Liter Wasser und 1a48t in fast verschlossenem 
GefaB eine Woche lang bei Zimmertemperatur stehen. Vor jedem Gebrauch 
soll sie mit der Standard-n/10-Jodatlésung oder n/10 Chromatlésung 
geeicht und korrigiert werden. 

7. Standardtrioleinlésung. Man wiegt genau 0,5 g Triolein (Kahlbaum) 
ab und lést in 100 cem Alkohol-Athermischung, darauf wird 1 cem wieder 
50mal mit Alkohol-Athermischung verdiinnt, 2,0 cem von dieser Fliissig- 
keit enthalten also 0,2 mg Triolein, das erfahrungsgemaéB 0,490 com n/10 
Chromatlésung verbraucht. 

8. Gerinnungshemmende Mittel wie Fluornatrium, Natriumoxalat, 
Hirudin oder Novirudin. 


IV. Gefabe. 


1. Etwa zehn MeBkolben von 100,0 cem mit dichtem Glasstopfen. 
Etwa zehn Trichter (Durchmesser etwa 6 cm). 

3. Etwa zehn 150 ccm fassende Erlenmeyerkolben mit dichtem Glas- 
stopfen. 

4. Eine Mikro-Vollpipette von genau 0,1 cem Inhalt. 


5. 20 bis 30 Steingutbecherglaschen von 20 ecem Inhalt (25.55 mm, 
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Wanddicke 0,5 mm), die alle fast gleiche GréBe und Form besitzen. Um 
dem Herauskriechen der Alkohol-Atherausziige vorzubeugen, haben wir 
die obere Kante des Becherchens rechtwinklig scharf abgeschnitten, sodaB 
die GieBvorrichtung fehlt. 

6. 20 bis 30 Becherglaser von 50 bis l00cem Inhalt (45.70 mm, 
Wanddicke 0,5 mm). Auch diese Becher wurden nach den angegebenen 
Bedingungen vorbereitet. 

7. Eine genaue Mikrobiirette. 

8. Himatokritapparat, der auf einem elektrischen Motor befestigt 
und in einer Minute mit 5000 Touren antreibbar ist. 

9. Eine Glasreibschale (Durchmesser 10 cm) mit Giebschnabel. 


10. Vogelfedern und feines Drahtnetz. 


V. Reinigung der GefaBe. 

Besondere Aufmerksamkeit ist bei dieser Operation nétig, da 
irgendeine Verunreinigung im ganzen Betrieb das Resultat illusorisch 
macht. Alle Glasapparate, wie MeBkolben, Erlenmeyer, Trichter, 
Pipette und Biirette sowie Hamatokritréhrchen, Reibschale, sollen 
daher in starker Bichromatschwefelséure eine Nacht aufbewahrt und 
zuerst mit flieBendem, dann mit destilliertem Wasser griindlich ge- 
waschen und getrocknet werden. 

In bezug auf die Reinigung der 20-cem-Becherglischen, in denen 
die Oxydation der zu untersuchenden Fett- und Lipoidkérper statt- 
findet, erweist sich die oben geschilderte Chromschwefelsiuremethode 
als ungeniigend, da die Resultate der Blindwerte immer schwankend 
und verhaltnismaBig zu groB ausfielen. Zu anderen Zwecken hat 
Weinberg (1923) eine gute Reinigungsmethode veréffentlicht, die 
sich auch uns als geeignet erwies. Die Ausfiihrung ist folgende: 
in einer 5 Liter fassenden Porzellanschale lést man 15 g_ reines 
Natriumearbonat (Kahlbaum) und 150g Seignettesalz unter Zusatz 
von 3 Liter Wasser, erhitzt auf dem Wasserbad, bis alles in Lésung 
geht. Unter méglichster Vermeidung von Staub taucht man einige 
10 Stiick der 20-cem-Becher, einige kleine Glasstabchen sowie eine 
Pinzette in diese Lésung ein und kocht 1 bis 2 Stunden lang. Kurz 
nach dem Eintauchen bemerkt man zahlreiche zarte Gasblaischen an 
den auBeren und inneren Wanden der Glaser, sowie auf der Oberflache 
der Instrumente, die wahrscheinlich aus dem anhaftenden Fettkérper 
oder der organischen Substanz stammen und durch 6fteres Schiitteln 
entfernt werden sollen, um die Wande gleichmaBig dieser Reinigungs- 
lésung auszusetzen. Die Blasenentwicklung hért gewOhnlich nach einer 
halben Stunde ganzlich auf, und nach einer weiteren halben Stunde 
pflegt die Wand der Glischen ein vollkommen durchsichtiges Aus- 
sehen zu bekommen. Hierbei nimmt man die Pinzette zuerst und die 


Becherglaschen einzeln hintereinander heraus, wihrend man die aubere 
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Rp 
: fur mit derselben Pinzette ohne Bertthrung der 
Finger ak, ieBendem Wasser dann mit destilliertem Wasser 
peinlich wascht und auf einem Filtrierpapier stehen laBt, bis alle Wasser- 
tropfen auf der 4uBeren Wand heruntergeflossen sind. Dann kehrt man 
die Becher auf einem neuen Filtrierpapier nacheinander um, laBt bis 
zum nachsten Tage stehen, um das Wasser aus den Bechern vollkommen 
herausflieBen und diese ginzlich austrocknen zu lassen. Man mub 
wahrend dieser Manipulation die Becher mit einem groBen Trichter 
bedecken und héchste Aufmerksamkeit auf den oberen Rand des 
Bechers verwenden, weil irgendeine Verunreinigung diese Resultate 
unbrauchbar macht. 

Das so vorbereitete Becherchen verbraucht erfahrungsgemaB von 
0,01 bis 0,05 cem n/10 Chromatlésung, die als ,,Blindreduktionswert** 
bezeichnet wird. Manchmal zeigt sich noch eine Serie von gréBeren 
(0,050 bis 0,100 cem n/10 Chromatlésung) Blindwerten. Die Haupt- 
sache ist, daB die gleichzeitig benutzte Becherchenserie fast gleiche 
Xeduktion besitzen soll, also die maximale Abweichung der Blindwerte 
gegeneinander 0,010 ccm betriigt. Sonst mu®B man die Becher noch- 
mals reinigen. 

Die 60 ccm fassenden Becher, die nach Weinberg gereinigt worden 
sind, erweisen sich dann als geeignet fiir die Operation. Hierbei braucht 
man aber nicht so genau vorzugehen, da die mit der starken Chrom- 
schwefelsaiure gereinigten Becher immer geniigend rein werden. 

Die Ausfiihrung besteht aus zwei Teilen, naimlich: Extraktion 
und Bestimmung. 

VI. Ausfiihrung. 


A. Extraktionsmethode der Fette und Lipoide aus Blut, Plasma sowie Serum 
und Blutkérperchen. 

Das Blut wird aus der Armvene oder direkt durch Herzpunktion 
mit einer Spritze, die vorher zur Koagulationshemmung, z. B. mit 
wenig Hirudinpulver (etwa 0,02 g zu 20 ccm Blut), versetzt worden 
ist, entnommen und in einen Becher mit Glasstopfen gegossen. 
Dann setzt man noch etwas Hirudin hinzu und schiittelt leicht bis 
zum Erkalten bei Zimmertemperatur. Unter Umstainden gewinnt 
man Blut ohne koagulierungshemmende Mittel, um Blut und Serum 
getrennt untersuchen zu kénnen. Hierbei defibriniert man das Blut 
mit einer Vogelfeder oder Glasperlchen und filtriert durch ein zartes, 
feines Drahtnetz. Hier stellt man zwei bis vier Untersuchungen mit 
dem Hamatokriten an demselben Blute an, um das Volumenverhaltnis 
der Blutkérperchen zum Plasma bzw. Serum kennenzulernen. 


2,0cem (oder 4,0 cem) Blut werden nach Bloors Vorschrift in 
einem 100-cem-MeBkolben, welchen man vorher mit ungefahr 70 bis 
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Mikrobestimmung der gesamten Fett- und Lipoi 


oF 
80 cem Alkoholathergemisch beschickt hat, unter@ 
ébracht. 
Dann wird das Plasma bzw. Serum durch Zentrifugierert* von dem 


zwecks Vermeidung der Krustenbildung tropfe 


Blutkérperchenbrei getrennt. 2,0cem (oder 4,0cem) davon werden 
in einem anderen 100-cem-MeBkoben mit Alkoholather genau wie beim 
Blut aufgenommen. Dann wird die klare obere Schicht des Plasmas 
bzw. Serums ganzlich mit einer mit Hahn versehenen Pipette heraus- 
genommen, bis ein dicker Blutkérperchenbrei resultiert. Dann mischt 
man diesen Brei mit einem Glasstab vorsichtig gut um und stellt wieder 
zwei bis vier Hamatokritproben an, um spater die Ergebnisse zur 
Korrektion benutzen zu kénnen, da der so erhaltene Blutkérperchenbrei, 
selbst bei allerstarkster Zentrifugierung, noch 2 bis 8 Volumprozent 
Plasma bzw. Serum enthalt. Es ist aber zweckmabig, dab man das Blut 
nur maBig zentrifugiert, so daB der Blutkérperchenbrei noch 15 bis 
20 Vol.-°;, Plasma bzw. Serum enthalt, weil sonst der Brei sehr zah 
wird, was die weitere Manipulation stort. 

Man miBt 2,0cem (oder 4,0cem) Blutkérperchenbrei mit einer 
graduierten Pipette von gleichmaBigem Kaliber genau ab, indem man 
notigenfalls den unteren schmalen Endteil der gewéhnlichen graduierten 
Pipette abbricht, die auBere Wand derselben mit einem Handtuch 
(oder gewaschener Gaze) leicht abtupft, sie mit Alkohol-Ather in ein 
20 cem fassendes gereinigtes Becherchen gibt und zum Zwecke der 
Koagulation bis zum nachsten Tage darin laBt. Die so erstarrte Masse 
wird in eine gereinigte Reibschale gebracht und unter Zerreibung 
in einen 100-cem-MeBkolben gegossen, indem wiederholt Alkohol- 
Ather zugefiigt wird. So bereitet man drei Materialien des Blutes 
einzeln in 100-cem-MeBkolben vor, die alle mindestens einige Minuten 
lang im heiBen Wasserbad ohne Zustopfen gekocht, alsdann verschlossen, 
auf 15°C abgekiihlt und bis zur Marke mit Alkohol-Ather aufgefiillt 
werden. Dieselben Kolben werden in Eiswasser zur Vermeidung der 
Verdunstung wahrend des Filtrierens abgekiihlt und durch vorher 
entfettetes rohes Filtrierpapier schnell (etwa in 2 Minuten) ‘in einen 
Erlenmeyerkolben filtriert. Das so erhaltene Filtrat, das sich uns 
waihrend 2 bis 6 Monaten véllig haltbar erwies, wird in demselben 
Erlenmeyer gut zugestopft und im dunklen, kalten Zimmer aufbewahrt. 


B. Bestimmungsmethodik. 

Die Bestimmung der ganzen Fett- und Lipoidmenge geschieht 
nach der Vorschrift von Bang, die wir in einigen Punkten wie folgt 
modifizierten. 

2.0cem Alkohol-Atherextrakt (bei 15°C) werden in einem 20 cem 
fassenden, gereinigten Becherchen auf das Wasserbad gebracht, mit 


einem groBen Glastrichter bedeckt und, ohne daB irgendeine Blasen- 
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entwicklung eintritt, sorgfailtig verdunstet. Dieses Becherchen wird 
sogleich nach dem Austrocknen des Extrakts schnell herausgenommen, 
um Uberhitzung zu vermeiden, und dann im Exsikkator eine Nacht 
iiber Chlorcalcium belassen. Darauf werden 1,0 cem n/10 Chromat- 
lésung und 5,0 cem reinste Schwefelsaure durch eine Biirette, deren 
Hahn ohne Vaselin funktioniert, ziemlich schnell zugefiigt, wobei eine 
erhebliche Temperatursteigerung iiber 100° auftritt. Das Becherchen 
wird gut geschiittelt, bis alle braunlich-schwarzlichen Faden ganzlich 
verschwunden sind. Dabei miissen die inneren Wande sowie die oberen 
tandkanten von der Fliissigkeit dauernd bespiilt werden, um des Ver- 
dunstungsriickstandes nicht verlustig zu gehen; sie miissen vollkommen 
oxydiert werden, indem man das Becherchen zwischen dem linken 
Daumen und dem Zeigefinger so weit neigt, daB die Fliissigkeitsober- 
fliche die obere Kante desselben benetzen kann: dazwischen laBt man 
mit Hilfe der rechten Hand das Becherchen um die Achse langsam 
zwei- bis dreimal rotieren. Dann wird das Becherchen etwa 25 Minuten 
oder noch langer mit einer groBben Glasglocke bedeckt stehengelassen, 
um die vollkommene Reduktion abzuwarten. Die Lésung in dem 
Becherchen wird immer blauer, und man kénnte daran denken, die 
reduzierte Chromatmenge nach dem Grade der Blaufarbung an Stelle 
einer Titration ungefahr zu schatzen. Nach einer gewissen Zeitspanne 
wird das Becherchen vorsichtig mit frisch destilliertem Wasser gefiillt 
und der Inhalt in ein 60ccm fassendes Becherglas gegossen. Die 
Waschung wird noch mehrmals wiederholt, die Waschwasser werden 
zusammengegossen, bis etwa 60 ccm erreicht sind, und dann laBt man 
etwa 30 Minuten bei Zimmertemperatur stehen. Endlich fiigt man 
15cem 5°%ige Jodkaliumlésung (Kahlbaum), einige Tropfen Starke- 
lésung hinzu und titriert mit n/10 Thiosulfatlésung, bis die Fliissigkeit 
leicht griinlich wird (Chromsalz). Die Endtitration wird genau 
15 Minuten nach dem Jodkaliumzusatz vorgenommen (Hauptversuch). 

Bei dem Bangschen Reduktionsverfahren sind stets Parallel- 
versuche (oder Tripelversuche) und Blindversuche (zwei bis drei Stiick) 
nétig, auBerdem sind die Versuchsergebnisse haufig unsicher. Die 
Blindversuche sind folgenderweise ausgefiihrt. In ein nach Weinberg 
gereinigtes 20-cem-Becherchen gibt man 1,0 cem n/10 Chromatlésung 
und 5,0 cem konzentrierte Schwefelsiure und verfaihrt weiter genau 
wie beim Hauptversuch, um dann die ungebraucht gebliebene Chromat- 
menge mit der n/10 Thiosulfatlésung zu titrieren. Erfahrungsgemab 
weist unser 20-ccm-Becherchen gar keine oder nur schwache Reduktion 
bis 0,05 cem Chromat auf. Hier sei noch erwahnt, daB das Alkohol- 


Athergemisch an und fiir sich keine reduzierende Wirkung an seinem 
Verdunstungsriickstand zeigt, folglich ist die Extraktionsmethode mit 
diesem Lésungsmittel durchaus fiir unseren Zweck geeignet. 
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VII. Berechnung. 

Praktischerweise wird folgendes Schema eingefiihrt: 

(a —- 6). 1020,4 mg (Fett und Lipoide als Triolein im 100-cem- 
Blut, Plasma oder Serum). Dabei ist a die verbrauchte n/10 Thiosulfat- 
menge des Blindversuchs, und 6 die des Hauptversuchs. 

Die Berechnung der Fett- und Lipoidmenge in 100 ccm echten 
Blutkérperchen ergibt sich nach der folgenden Formel (beinahe direkte 
Methode): 

(100 — n)@\ 100 
( 100 ) rn 


Dabei ist § der Fett- und Lipoidgehalt in 100 ccm Blutkérperchenbrei, 
dessen Hamatokritzahl n ist, und o der Gehalt in 100 ccm Plasma 
bzw. Serum. 

Hier ist man auch imstande, die Fett- und Lipoidmenge des Blut- 
kérperchens aus dem Werte des Blutes sowie des Plasmas zu erhalten 
(indirekte Methode), indem man statt des Blutkérperchenbreis das 
Blut unter Beriicksichtigung seiner Haimatokritzahl anwendet, ob- 
wohl die Resultate weniger genau werden diirften, wenn das Blut 
andimisch oder hydramisch ist. Im folgenden haben wir also den Blut- 
kérperchenwert nach der erstgenannten Formel ermittelt und neben 
den von manchen Autoren direkt gefundenen Wert des Blutes den 
,berechneten Wert’ des Blutes aus dem Plasma- bzw. Serum- und 
dem Blutkérperchenwert gefiigt. 


VIII. Bemerkungen zu den Resultaten sowie Manipulationen. 


Wie Bang schon in seinen Arbeiten vielfach betont, ist die Oxydation 
der Fette durch Chromschwefelsaure nicht vollkommen, sondern macht 
auf Zwischenstufen an bestimmten Grenzen halt. Gewodhnlich ver- 
braucht 1,0 mg Triolein 2,45 ccm n/10 Chromatlésung, die wir der 
Bequemlichkeit halber eine ,,Reduktionseinheit’ nennen, unter den 
Bedingungen von Bang ohne Hitze- oder Kalteapplikation. Nach 
unseren Erfahrungen erweist sich die Reduktionseinheit als richtig im 
Sommer und Herbst (15 bis 25°C) in Japan, doch ist sie im kaltesten 
Winter (2 bis 8°C) kleiner. In letzteren Fallen mu®B man daher den 
betreffenden Faktor statt 2,45 anwenden, um die richtige Fett- und 
Lipoidmenge zu erhalten. In der Tat zeigt 1,0 mg Neutralfett, Chole- 
sterin und Cholesterinester, aus denen der Hauptteil der Fett- und 
Lipoidkérper des Blutes besteht, die gleiche Reduktionseinheit wie das 
Triolein. Doch kann man die Phosphatide bzw. Lecithine und héheren 
freien Fettsduren nicht auBer acht lassen, weil sich dieselben etwas 
anders verhalten: es verbraucht namlich 1,0 mg Olsaiure 2,5 cem n/10 


Chromatlésung (fast gleich wie das Triolein), Lecithin dagegen 1,7 cem 
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(also ?/, des Trioleins). Noch ein kleiner Anteil der Rest-Stickstoff- 
substanzen, wie Harnstoff und Farbstoffe, die natiirlich in den Alkohol- 
Ather iibergehen, pflegen eine auBerst geringe Reduktionszahl aufzu- 
weisen: 1,0 mg Harnstoff verbraucht 0,0314 cem n/10 Chromatlésung, 
Harnsdure 0,140 cem und sogar Glucose nur 0,240 cem. 

Es wiirde daher zweckmaBig sein, da} man den Wert 

ganze Reduktionszahl 
2.45 
als Fett- und Lipoidmenge (Triolein) fiir das gebrauchte Material 
betrachtet. Tatsachlich stimmt die Fett- und Lipoidmenge nach unserer 
Methode mit der gewichtsanalytisch erhaltenen Zahl grob iiberein, sie 
ist immer ein wenig geringer (in einer Grenze von ungefahr 10°,). 

Notigenfalls muB man die einzelnen Fett-Lipoidfraktionen nephelo- 
metrisch oder kolorimetrisch bestimmen. 

Die bisher von vielen Autoren vernachlassigte, aber von uns erst 
genau studierte Wichtigkeit bei der Operation liegt darin, daB man 
das obere Ende des 20-cem-Becherchens, in dem die Oxydation vor- 
genommen wird, scharf abschneidet, um das Herauskriechen des 
Alkohol-Atherextrakts wahrend der Verdunstung zu vermeiden. Be- 
stimmungen in dem iiblichen Becherchen, dessen obere Kante im 
Feuer abgerundet ist, geben immer schwankende Zahlen. 


IX. Kritisches iiber die bisherigen Arbeiten in bezug auf die Fett- und Lipoid- 
menge in Blutkérperchen. 

1. Das mit isotonischer Kochsalzlésung ausgewaschene Blut- 
kérperchen soll nicht verwendet werden, da, wie Brinkmann und 
van Dam festgestellt haben, beim Waschen in physiologischer Kochsalz- 
lésung erhebliche Mengen Erythrocytenlecithine neben Spuren von 
Cholesterin an das Waschwasser abgegeben werden. In dieser Hinsicht 
weisen Knack und Neuwmanns Angaben iiber den verminderten Lecithin- 
gehalt des Blutkérperchens und Rosenthals Resultat iiber den Chole- 
steringehalt desselben bei Kriegsédem ganz wesentliche Fehler auf, 
denn nach Jwatsurus I1. Mitteilung und Donomaes Arbeit kann man 
hier sogar Vermehrung erwarten. 

2. Bei der direkten Bestimmung von Blutkérperchen soll man 
das spurenweis vorhandene Plasma bzw. Serum sorgfaltig in Betracht 
ziehen, weil die Hamatokritzahl lehrt, daB selbst bei starkster Zentri- 
fugierung noch 2 bis 8 Vol.-°,, Plasma zuriickbleiben. Natiirlich haftet 
auch den Hamatokritversuchen ein minimaler Fehler an, der beim 
heutigen Stande der Wissenschaft unvermeidbar und im Vergleich zum 
ersten verschwindend klein ist. Auf diesen Griinden beruht wohl die 
mangelnde Ubereinstimmung von Bnauers Resultaten mit Jwatsurus 
II. Mitteilung. 
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3. Die bisher fiir Blutkérperchen angegebenen Werte an Fett 
und Lipoiden sind gewohnlich aus dem des Blutes und Serums (bzw. 
Plasmas) und der Hamatokritzahl des Blutes berechnet. Doch hier 
sei betont, da®B das Blutkérperchenvolumen im Blute gewdéhnlich 
30 bis 40°,,, bei animischem Zustande sogar nur 9 bis 20°,, der Norm 
betragt, und dai der daraus berechnete Wert fiir die Blutkérperchen 
den Fehler groB genug gemacht hat, um die Gehaltsinderung der 
Blutkérperchen an Fett und Lipoiden genauer zu studieren. In unseren 
Fallen haben wir direkt den Blutkérperchenbrei analysiert, dessen 
Hamatokritzahl ungefahr 80 bis 85 Vol.-°,, betrug und weiter den 
echten Blutkérperchenwert durch den Blutwert kontrolliert. 


° 

4. Es ist schon bekannt, daB ein geringfiigiger Zusatz von irgend- 
einem gerinnungshemmenden Mittel das Volumenverhaltnis des Blut- 
kérperchens andern kann. Dies war der Fall in /watsurus 1. Mitteilung, 
in welcher 3°, Fluornatriumpulver dem Blut zugesetzt wurde, um 
das verschiedene Tierblut unter gleichem Zustande ohne Koagulierung 
zu untersuchen. Trotzdem hat Jwatsuru fast den gleichen Wert fiir 
Fett und Lipoide in den Blutkérperchen von Saugetieren nachgewiesen, 
der unter verschiedenen Bedingungen fast unveranderlich blieb. Nach 
weiteren Untersuchungen von uns mit hirudiniertem und defibriniertem 
Blut betragt das Fett und Lipoid 350 bis 400 mg als Triolein in 100 cem 
Blutkérperchen. 

1925 haben Grigaut und seine Mitarbeiter das Mammalienblut 
untersucht und den Befund Jwatsurus bestitigt. Beumer und Biirger 
haben sich auch mit den Erythrocyten bei Diabetes beschaftigt, ohne 
eine merkliche Verschiebung an Fett und Lipoiden dabei konstatieren 
zu k6nnen. 


X. Beispiele. 


Kaninchenblut (defibriniert). 





Blind (n/10 Thiosulfat- Hauptversuch Differenz (entspricht Fett- und Liy 
menge) (n/10 Thiosulfatmenge) der verbrauchten menge (mg 1M) 
im Mittel m Mittel n/lOThiesulfatlisung) us Trioleir 
a) Blut, dessen Blutkorperchenvolumen in Hamatokrit 39,0 Vol.-°, ist 
0,945 | 0,660 
0,945 } 0,945 0,670 > 0,668 0,277 283 
0.940 0.675 
b) Serum 
0,945 | 0,730 | 
0,945 } 0,945 0,730 \ 0,732 0,213 217 
0.940 0,735 
c) Blutkérperchenbrei, dessen Hamatokritzah] 89,5 Vol. ist. 
0,945 0,575 
0,945 ' 0,945 0,570 } 0,573 0,372 379 
0,940 | 0.575 
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Also erhailt man gemaéB Kapitel VII folgende Resultate (Milligramm 
Fett und Lipoid als Triolein in 100 cem): 





Blut Himatokritzahl des 
Blutkérperchen Serum Blutes (Blutkérperchen- 
gefunden berechnet volumen) 
398 217 283 288 39,0 %, 


XI. Mikrobestimmungsmethode. 

Es sind die Fille haufig, bei denen man sich mit einer Verschiebung 
der Fette und Lipoide als Ganzes im Blute zufrieden gibt. Zu diesem 
Zwecke haben wir eine Mikromethode ausgearbeitet, die insofern 
brauchbar ist, als sie Serienversuche zulaBt. 

Die Technik ist folgende: 

20 bis 40 mg Blut aus dem Ohrlippchen oder Armvene werden 
mit einem vorher entfetteten und kurz vor dem Versuch abgewogenen 
Papier abgesaugt und nach sofortigem Abwiegen einige Stunden lang 
bei Zimmertemperatur auf einer Drahtvorrichtung hangengelassen. 
Man taucht dasselbe Papier mittels eines Platindrahtes in ein 20-cem- 
Becherchen ein, das natiirlich nach Weinberg gereinigt und vor dem 
Gebrauch mit 2 bis 3 cem Alkohol-Athergemisch beschickt ist, erwarmt 
dann einige Minuten lang auf dem siedenden Wasserbad, damit alles 
Fett und Lipoid in Lésung geht. Man darf aber das Papier nicht zu 
friih in das Alkohol-Athergemisch werfen, weil sonst das BluteiweiB 
in Wolkchen in der Lésung schwimmt oder den Wanden des Becher- 
chens anhaftet und die weitere Manipulation stért. Dann nimmt 
man das Papier mit dem Draht heraus, wascht mit einigen Kubik- 
zentimetern Alkohol-Ather griindlich aus, wahrend die Waschfliissigkeit 
in demselben Becherchen aufgefangen wird. Dann dampft man den 
Extrakt auf dem Wasserbad bis fast zur Trockne ein und laBt bis zum 
nachsten Tage im Exsikkator stehen. Man miBt nunmehr die Reduktions- 
zahl unter Zusatz von 1,0 cem n/10 Chromatlésung und 5,0 cem H,S0,, 
wie es schon im vorhergehenden Abschnitt beschrieben ist. Hier sind 
aber einige Parallelversuche und Blindversuche auf alle Faille nétig. 

Wenn man die zum Versuch angewandte Blutmenge als D und 
deren spezifisches Gewicht als G bezeichnet, so ergibt sich die Fett- 
und Lipoidmenge in 100 g oder in 100 ccm Blut als Triolein nach folgender 
Formel : 


a b a b 
. 40,816 .. . mg °%, oder —! 40,816 .G... mg/dl. 


Dabei gibt a die gebrauchten Kubikzentimeter n/10 Thiosulfat 
im Hauptversuch und 6 die des Blindversuchs an. Hier ist auch fiir 
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die Reduktionseinheit 2,45 gebraucht, und wenn nétig, verfahre man 
nach Kapitel VIII. 
XII. Sehlub. 


1. Es wird eine zuverlissige Methode zur Fett- und  Lipoid- 
bestimmung beschrieben. 

2. Wenn man den Rand des 20-cem-Becherchens oben  scharf 
abschneidet, so beugt man dem Herauskriechen des Extrakts an Fett 
und Lipoiden vollkommen vor. 

3. Das Weinbergsche Verfahren ist fiir die Reinigung der Gefabe 
am besten geeignet. 
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Uber die Abgabe fluoreszierender Stoffe durch quellende Samen 
und Friichte. 


Von 
P. Metzner. 


(Aus dem botanischen Institut der Universitaét Greifswald.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1930.) 


Bei Untersuchungen iiber die diagnostische Verwendbarkeit des 
ultravioletten Lichtes wurde gefunden, daB Samen und Friichte schon 
bei ganz kurzem Einquellen in destilliertem Wasser fluoreszierende 
Stoffe abgeben. Da fluoreszierende organische Verbindungen in vielen 
Fallen im Licht besondere Reiz- oder Guiftwirkungen (sogenannte 
photodynamische Wirkungen) entfalten kénnen, lag der Gedanke nahe, 
daB diese Substanzen mit der Lichtempfindlichkeit des Keimungs- 
prozesses in Verbindung zu bringen sind. Es wurde deshalb eine gréBere 
Anzahl von Objekten auf das Vorhandensein fluoreszierender, wasser- 
léslicher Stoffe gepriift. Cher diese Versuche, die zunachst nur orien- 
tierenden Charakter tragen und zur Ermittlung geeigneter Objekte 
fiir die physiologische Untersuchung dienen sollten, wird hier kurz 
berichtet. 

Die Methodik ist sehr einfach. Die Objekte (bei kleineren Samen 
0.5 g, bei gréBeren 1 g) wurden in Reagenzglasern von 25 mm Durch- 
messer aus ganz schwach fluoreszierendem Glas mit 25 ccm destillierten 
Wassers iibergossen und durch Schiitteln zu guter Benetzung gebracht. 
Die Untersuchung erfolgte nach 30 Minuten, nachdem Vorversuche 
gezeigt hatten, daB sich das Bild nach dieser Zeit nicht mehr merklich 
andert. Fiir die Untersuchung stand mir eine kleine Quecksilberlampe 
(kleine Héhensonne der Quarzlampen-Gesellschaft Hanau) mit dem 
neuerdings konstruierten ,,Diagnoseansatz** zur Verfiigung. Die Lampe 
wurde in ein lichtdichtes Gehaiuse derart eingebaut, daB das ultra- 
violette Licht in horizontaler Richtung ausstrahlte. Das Blauviolett- 
filter des Diagnoseansatzes la8t neben dem ultravioletten Licht (haupt- 
sichlich 366 4) noch einen betrachtlichen Anteil sichtbaren violetten 
Lichtes (404 uu) durch, der bei schwacher Fluoreszenz stéren kann. 
Ich habe deshalb das Filter durch zwei 1 mm dicke Scheiben aus dem 
S. O. G.-Schwarz-U. V.-Glas der Sendlinger Glaswerke (Berlin-Lichter- 








Fluoreszenz von Samenaufgiissen. 
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felde) ersetzt. Dies Filter laBt von der Strahlung der Quecksilberlampe 
nur das ultraviolette Licht und etwas Rot passieren, das wegen seiner 
geringen Intensitat keine Stérung verursacht. Die Reagenzglaser 
wurden dicht vor das Filter gebracht, Intensitat und Farbe der Fluor- 
eszenz von der Seite her beurteilt, bei zweifelhaften Fallen in Langs- 
durchsicht kontrolliert. Dabei muB gleich bemerkt werden, daB eine 
eindeutige Farbenbezeichnung meist recht schwierig ist. Die Farben- 
skala des Fluoreszenzlichtes ist an sich nicht sehr groB: rétliche Farben- 
téne treten nur in Ausnahmefallen (und auch dann nur schwach) in 
Erscheinung: rein rote und gelbe Farbténe wurden nie beobachtet ! 
Meist sieht man einstumpfes Graublau, das oft etwas griinlich schimmert. 
Weniger haufig sind rein blaue oder ausgesprochen griine Farbténe. 
Das liegt daran, daB das Spektrum des Fluoreszenzlichtes in allen Fallen, 
die wegen geniigender Helligkeit beobachtet werden konnten, ein breites 
Band von Orange bis Blau — meist nur von 550 bis 430 uy darstellt, 
in dem sich nur ein schwach ausgepragtes und darum schwer lokalisier- 
bares Maximum findet, dessen Lage den Farbton bestimmt. Die 
Intensitat des Fluoreszenzlichtes wurde mangels einer geeigneten 
Photometereinrichtung nur geschatzt und in vier Helligkeitsstufen 
wiedergegeben, was sich fiir den vorliegenden Zweck zunachst als aus- 
reichend erwies. 

Das Ergebnis der Versuche an 150 Objekten ist in Tabelle I wieder- 
gegeben. Rein zahlenmaBig ergibt sich, daB keines der untersuchten 
Objekte fluoreszierende Stoffe ganz vermissen lie}. Die Fluoreszenz- 
intensitaten verteilen sich wie folgt: 


‘ Tabelle Il. 


Fluoreszenz von Samenaufgiissen. 





: " ee ae Bezeichnung Anzahl 
Intensitat der Fluoreszenz in Tabelle I der Obiekte det Goammiaah 
Eben merklich (+) 19 12.7 
Schwach - 51 34 
Mabig stark on D4 36 
Sehr stark wt 26 17.3 


' Magnus (7) gibt an, daB Samenabspiilungen von Phacelia tanacetifolia 


blutrot fluoreszieren, Ich kann dies nach Beobachtungen an Samenmaterial 
verschiedener Herkunft nicht bestatigen; stets war das Fluoreszenzlicht 
ein milchiges Hellblau mit groBem WeiBgehalt. Bei spektroskopischer 
Untersuchung erstreckt sich das Fluoreszenzlicht von etwa 600 yuyu bis 


450 uu, also fast iber das ganze Spektrum, mit Ausnahme von Rot. Magnus 
gibt iiber die Art der Fluoreszenzbeobachtung nichts Naheres an. Im 
weiBen Sonnenlicht zeigt die Lésung allerdings einen rétlichen Schimmer, 
der aber hier durch den gleichzeitig entstehenden Tyndallkegel (also durch 
abgebeugtes Licht) bedingt wird. Méglicherweise liegt der Angabe eine 
solehe Beobachtung zugrunde. 
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Mehr als die Halfte aller Objekte zeigen also starke (bzw. sehr 
starke) Fluoreszenz. Um nun festzustellen, ob Licht- und Dunkel- 
keimer prinzipielle Verschiedenheiten im Fluoreszenzbild erkennen 
lassen, wurden aus den Tabellen von Kinzel (3) und der Arbeit von 
Bohmer (1) nach Méglichkeit die Angaben tiber die Lichtempfindlich- 
keit entnommen; Angaben, die wegen der zeitlichen Veranderlichkeit 
des Keimungsverhaltens vieler Objekte allerdings nicht in allen Fallen 
fiir das vorliegende Samenmaterial gleich sicher sind. Immerhin diirfte 
sich im ganzen ein zutreffendes Bild ergeben. In Tabelle III sind die 


Tabelle 111. 


Fluoreszenz bei Lichtkeimern, Dunkelkeimern und Indifferenten. 





Fluoreszenz 


Gesamt- 


Obiekte nahi 

Lichtkeimer (©). + 9 14 5 32 
12,5 28,2 °%, 43,7 ‘ 15.6 * 

Dunkelkeimer (@) . l 4 6 3 14 
7,1 28,6 % 42.9 ° 21,4° 

Indifferente (x ) 4 9 3 2 18 
222° 50°, 16,7 ° 171° 


entsprechenden Zahlen zusammengestellt worden. Sie zeigen, daB 
zwischen Licht- und Dunkelkeimern in bezug auf die Angabe fluor- 
eszierender Stoffe keine wesentliche Differenz zu bestehen scheint 
Bei beiden Gruppen sehen wir starke und sehr starke Fluoreszenz 
verherrschen, Bei den indifferenten Objekten scheint dagegen haufig 
weniger starke Flyuoreszenz vorzukommen, soweit sich aus den noch 
wenig zahlre‘chen Angaben bereits entnehmen laBt. Jedenfalls aber 
geben Fluoreszenzintensitat und Lichtempfindlichkeit nicht parallel, 


denn gerade manche besonders lichtempfindliche Objekte —- wie z. B 
Nicotiana tabacum, Nigella sativa, Phacelia tanacetifolia gehoéren 


nicht zu den am starksten fluoreszierenden Objekten. (Auch bei der 
photodynamischen Wirkung fluoreszierender Farbstoffe findet sich 
ahnliches Verhalten: stark fluoreszierende Stoffe sind oft unwirksamer 
als solche mit schwacherer Fluoreszenz.) Andererseits finden sich 
unter den als indifferent angegebenen Objekten sicher auch solche mit 
unzweifelhafter, aber weniger auffalliger Lichtwirkung bei der Keimung 
Ich denke z. B. an die auffallige Beeinflussung des Mesokotylwachstums 
von Gramineenkeimlingen durch Belichtung wahrend der Quellung 
[vgl. Lange (5)|, wahrend die Keimprozente durch Belichtung nicht 
merklich veraindert werden. Mit Sicherheit laBt sich also eine Licht- 
wirkung der fluoreszierenden Stoffe bei der Keimung aus der Ver- 


breitung nicht erschlieBen. 
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Es wurden deshalb auch einige orientierende Versuche unter- 
nommen, mit solchen fluoreszierenden Samenaufgiissen bei Paramazien 
photodynamische Erscheinungen hervorzurufen. Ich benutzte hierzu 
zunachst die von mir schon friiher beschriebene ,,Starklichtfalle* (8): die 
Paramazien werden in flachen, offenen Tropfen unter dem Mikroskop stark 
konzentriertem Bogenlicht ausgesetzt. Eine Abt6tung im Licht konnte 
in keinem Falle erzielt werden. Wahrend die stark blau fluoreszierenden 
Aufgiisse von Rheum Emodi und Bryonia dioica ganzlich ohne Wirkung 
blieben, konnten bei Verwendung der weniger stark leuchtenden Samen- 
abspiilungen von Phacelia tanacetifolia deutlich negativ phototaktische 
Reaktionen der sonst lichtunempfindlichen Infusorien [induzierte 
Phototaxis: vgl. Metzner (8)] nachgewiesen werden. Die Lésungen 
sehen gelblich aus und absorbieren hauptsachlich im Blau bis Ultra- 
violett, das ja gerade deshalb die Fluoreszenz besonders gut auslést 
(Das trifft iibrigens auch fiir die anderen Samenabspiilungen zu, die 
oft ganz farblos erscheinen.) Man miiBte deshalb auch gerade im Blau 
und Violett besondere Lichtwirkung erwarten. In Ubereinstimmung 
hiermit wurde gefunden, daB die induzierte Phototaxis bei Vorschaltung 
eines roten Filters ausblieb, bei Vorschaltung eines Blaufilters dagegen 
wenn auch infolge des Intensitatsverlustes abgeschwacht vorhanden 
blieb. Intensive Bestrahlung mit langwelligem, ultraviolettem Licht 
(das Leuchtrohr der Quarzlampe wurde unter Zwischenschaltung 
eines Schwarzglasfilters durch Quarzoptik im Praparat abgebildet) hatte 
offenbar noch geringere Wirkung: hier wurden bei der Mehrzahl der 
Individuen schwach positiv phototaktische Reaktionen bemerkt, die 
als Zeichen fiir schwache Reizwirkung der fluoreszierenden Stoffe im 
Licht gelten miissen. Ganz ahnlich verhielten sich die Paramaecien in 
Samenaufgiissen von Sagittaria sagittifolia, Datura stramonium und 
Anemone borealis. Bei Versuchen mit der Samenabspiilung von Dic- 
tamnus albus wurde im weiBen Licht eine eigenartige .,Stopreaktion™ 
beobachtet: die Infusorien, die in der Lésung sehr lebhaft schwimmen, 


halten nachdem sie etwa ein bis zwei Kérperlangen weit in das 
Lichtfeld hineingeschwommen sind in ihrer Bewegung einen kurzen 


Augenblick inne, fahren auch wohl ein kleines Endchen (héchstens ein 
Drittel der Kérperlange) zuriick, setzen aber dann sofort ihren Weg in 
der urspriinglichen Richtung mit anscheinend gesteigerter Geschwindig- 
keit fort. Besonders deutliche Lichtreaktionen rufen schlieBlich die 
Aufgiisse von Archangelica officinalis, Pastinaca sativa, Galium aparine 
und Euphorbia lathyris hervor. Im weiben Licht werden negativ 
phototaktische Reaktionen induziert, wahrend sich beim Vorschalten 


eines Rotfilters positiv phototaktische Reaktionen also mehr oder 
minder deutliche aktive Ansammlungen im Lichtfeld beobachten 
lassen. 
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Wenn auch die geschilderten Versuche untereinander nur qualitativ 
vergleichbar sind, da die Konzentration der wirksamen fluoreszierenden 
Substanzen unbekannt ist und recht verschieden sein mag, so laBt sich 
doch erkennen, daB wohl der gréBte Teil dieser Stoffe imstande ist, 
photodynamische Wirkungen zu entfalten. (Die Lichtempfindlichkeit 
zeigt sich auch darin, dab die beschriebenen phototaktischen Reaktionen 
wahrend der Bestrahlung infolge der oxydativen Zerst6érung der Fluores- 
zenten rasch undeutlicher werden.) Auch die absorbierte und allein 
photobiologisch wirksame Lichtmenge ist freilich bei all diesen Versuchen 
verschieden, so dab iiber die Wirksamkeit verschiedener Spektralbezirke 
nur soviel gesagt werden kann, daB allgemein langwellige Strahlen wegen 
der geringeren Absorption photodynamisch viel weniger wirksam sind 
als kurzwellige. Versuche mit dem Mikrospektrum [vgl. Wetzner (9)} 
geben leider wegen der relativ geringen photodynamischen Wirksamkeit 
und des flachen Verlaufs der Absorptionskurve kein genaueres Bild 
der Verhaltnisse. 

Quantitative Lichtkeimungsversuche, die bisher fiir Nicotiana 
tabacum, Lythrum salicaria {[Kommerell (4)| und Phacelia tanacetifolia 
[Stephan (11)] vorliegen, ergeben aber besonders hohe Licht beeinflussung 
im langwelligen Spektralbereich. Wenn auch die geringere Wirkung 
des blauen Lichtes hier durch die Absorption der Samenschale ver- 
standlich ist, so tiberrascht doch die relativ starke Wirkung der lang- 
welligen Strahlung und 1a8t der Vermutung Raum, da bei diesen 
Objekten noch andere im lebenden Gewebe vorhandene lichtempfind- 
liche Substanzen fiir die Keimungsbeeinflussung verantwortlich sind. 
Ganz unwirksam scheinen aber die fluoreszierenden Stoffe der Samen- 
schale auch hier nicht zu sein; jedenfalls sprechen' die Versuché von 
Magnus (7) und Peters (10) iiber die Keimungshemmung durch Samen- 
abspiilungen bei gleichzeitiger Belichtung fiir eine (wenn auch vielleicht 
sekundiare) Beteiligung. 

Die chemische Natur der fluoreszierenden Stoffe ist noch nicht 
untersucht worden. Es wird sich wohl um zyklische Verbindungen 
handeln, die von Fall zu Fall verschieden sind. Bei den Solanaceen 
speziell ist der Austritt von Alkaloiden zu vermuten, die fast alle 
charakteristische Fluoreszenz zeigen. Allgemein wurde beobachtet, dab 
Alkalizusatz die Fluoreszenz verstarkt, Saurezusatz sie vermindert, 
ohne sie jedoch ganz zum Verschwinden zu bringen. Linsbauer (6) 
beobachtete den Austritt fluoreszierender Stoffe aus den Wurzeln 
keimender Bohnen;: hier erfolgt bei Behandlung mit Sauredimpfen 
Farbumschlag in Gelbgriin, wihrend Ammoniakdampfe den urspriing- 
lichen blauen Ton unverandert lassen bzw. wiederherstellen. Diese 
aus wachsenden Zellen austretenden fluoreszierenden Stoffe sind also 


mit den aus Samen gewonnenen nicht identisch. Die Samen enthalten 
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iibrigens oft auch wasserunlésliche Verbindungen, die bei Behandlung 
mit Alkohol mehr oder weniger intensiv leuchtende Lésungen geben: 
so z. B. Spergula arvensis [vgl. auch Harz (2)]. Von diesen wurde vor- 
laufig abgesehen, weil bei der Keimung wohl hauptsachlich die wasser- 
léslichen Fluoreszenten zur Wirkung kommen werden. 

Auffallig ist schlieBlich, daB innerhalb der verschiedenen Pflanzen- 
familien ziemliche Gleichférmigkeit in bezug auf die Abgabe fluo- 
reszierender Stoffe herrscht. So findet sich bei fast allen untersuchten 
Ranunculaceen, bei den Urticaceen, Euphorbiaceen, Malvaceen, Umbelli- 
feren, Solanaceen, Scrophulariaceen, Campanulaceen und _Liliaceen 
vorwiegend starke bis sehr starke Fluoreszenz, wihrend Caryophyllaceen, 
Polygonaceen, Cruciferen, Crassulaceen, Papilionaceen, Compositen und 
Gramineen in der Mehrzahl schwache oder sehr schwache Fluoreszenz 
aufweisen. 

Zusammenfassend liBt sich bisher nur sagen, daB zwar alle Samen 
und Friichte an Wasser fluoreszierende Stoffe abgeben, die zum 
gréBten Teil schwach photodynamisch wirksam sind, daB itiber ihre 
Bedeutung fiir lichtbiologische Vorgainge bei der Keimung aber erst 
kiinftige Untersuchungen Klarheit bringen werden. 
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Zur Kenntnis des Nikotinabbaus im Tabak. 
Von 


A. Faitelowitz. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des Stidtischen Krankenhauses 


Berlin-Neukélln. ) 


(Eingegangen am 6. Juni 1930.) 


Uber die Vorginge, die bei der Tabakfermentation obwalten, liegen 
abgesehen von den verschiedenen Arbeiten Neubergs und seiner Mit- 
arbeiter (1) iiber die Umwandlung der Kohlenhydrate, Pektinkérper sowie 
der phosphorhaltigen Bestandteile —- nur wenig Versuche vor. Léw (2) 
hat sich mit der Katalase des Tabaks beschaftigt, hat aber die Frage, 
ob bei der Fermentation des Tabaks Katalase produziert wird, wie 
dies nach Jsajef (3) bei der Hefegirung und nach meiner Arbeit (4) 
bei der Milchséuerung der Fall ist, nicht studiert. Konig (5) hat die 
Katalase der Milch und des Heus studiert und hat aus Heu eine Reihe 
von Bakterien geziichtet, die mehr oder weniger Katalase produzieren 
konnten, jedoch hat auch er die Katalase vor und nach der Fermentation 
nicht untersucht, so daB die Frage, ob die erwihnten Fermentationen 
mit Katalasebildung verbunden sind, unbeantwortet geblieben ist. 
Ebenso liegen Messungen iiber die Aziditat des Tabaks vor und nach der 
Fermentation nicht vor. Die Beantwortung dieser Fragen ist aber 
insofern wichtig, als eine Vermehrung der Aziditat nach der Fermentation 
auf eine Vergirung von Kohlenhydraten hinweist, wahrend eine Zu- 
nahme der Katalase nach der Fermentation auf den bakteriellen 
Charakter dieser Vorginge hinweisen wiirde. 


Bekannt ist (6), daB bei der Tabakfermentation eine Abnahme 
des Nikotins etwa um 25°, eintritt. Die Ansichten iiber den Grund 
dieser Abnahme des Nikotins sind geteilt. Zum Teil glaubt man an 
eine Verfliichtigung des Nikotins durch die bei der Fermentation ent- 
stehende Warme, zum Teil sind manche Autoren der Ansicht (Léws), 
daB eine Oxydase es wire, welche den Nikotinabbau verursacht 
Wiederum andere Autoren vertreten die Anschauung, daB die Abnahme 
des Nikotins durch Bakterien bedingt sei. 
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Fodor (7), der mit Zusaitzen von Nikotin zu Tabaklaugen von 
bekanntem Nikotingehalt arbeitete, behauptete, innerhalb 3 Stunden 
bei 37° schon eine Abnahme des Nikotins um etwa 35°, beobachtet 
zu haben, wobei er annimmt, dab es eine Oxydase ist, welche den 
Nikotinabbau bewirkt. Diese Annahme Fodors ist von mir im ,,Bio- 
chemical Journal 1927‘* widerlegt worden. Ware die Abnahme des 
Nikotins, verbunden mit der Zunahme der Tabakalkalitaét, eine enzy- 
matische Reaktion, so miiBte diese Reaktion auch bei Anwesenheit 
von CHCl, vor sich gehen, was aber nicht der Fall ist. Bei Anwesenheit 
von Chloroform bleibt die Reaktion der Tabaklauge sauer; demnach 
spricht der hemmende EinfluB des Chloroforms dafiir, daB diese Nikotin- 
abnahme eine durch Bakterien bedingte Reaktion ist. 


Methodisches, 


Bei der Ausfiihrung der Versuche kam es zunichst darauf an, eine 
schnelle brauchbare Nikotinbestimmungsmethode zu haben, die es_ er- 
moéglichen soll, den Verlauf der Nikotinabbaureaktion zu verfolgen. Die 
von Fodor (8) angewandte Methode erwies sich als ni ht brauchbar. Seine 
Angabe, da®B Nikotin im UberschuB des Quecksilber-Jod-Jodkalium- 
reagens in schwach saurer Lésung schwer léslich ist, wahrend Pyridin 
unter diesen Bedingungen leicht léslich ist, stimmt nicht. In Wirklichkeit 
list sich der Nikotinniederschlag im UberschuB des Reagens bis zur Durch- 
sichtigkeit der Fliissigkeit auf, wahrend der voluminése Pyridinniederschlag 
im UberschuB des Reagens kristallinisch wird und sich am Boden absetzt. 
Auch der gré8te UberschuB des Reagens bringt diese Kristalle nicht zur 
Lésung. Das mikroskopische Bild dieser Kristalle erinnert an das Bild 
vom Farnkraut. Die Fodorschen Daten sind daher unexakt, so da 
aus diesen die SchluBfolgerung fiir eine Nikotinabnahme nicht gezogen 
werden kann. Ich habe daher zum vergleichenden Zwecke und zur Fest- 
stellung, ob im Laufe einer bestimmten Zeit eine Nikotinabnahme statt- 
gefunden hat, folgenden Weg eingeschlagen. 


Zu 1g pulverisiertem Tabak wurden 10g Wasser zugesetzt. Das 
Gemisch — Tabak und Wasser blieb etwa 2 Stunden zusammen, worauf 
die entstandene Tabaklauge aus dem Tabak ausgepreBt wurde. Diese 


triibe und undurchsichtige Tabaklauge {ilttiert man mittels Faltenfilter. 
In der Regel geht die Lauge schon bei den ersten Tropfen klar 
durch, manchmal sind die ersten Tropfen triibe und beginnen erst 
nach einigen Minuten klar durchzugehen. Lauft die Lauge auch durch 
Faltenfilter triibe durch, was manchmal der Fall ist, so muB die Klaérung 
mittels Tierkohle vorgenommen werden. Man mu8 aber in solchen Fallen 
vor der Behandlung mit Tierkohle auf die Reaktion der zu klirenden Lauge 
achten. Ist die Reaktion der Lauge neutral oder schwach alkalisch, 
so muB diese vor der Behandlung mit Tierkohle sauer gemacht werden. 
Bei alkalischen bzw. neutralen Laugen bleibt der gréBte Teil des Nikotins 
an der Kohle hangen, welche erst durch Ansauern der Tierkohle in Freiheit 
gesetzt werden kann. Zu 1 ccm dieser klaren, durchsichtigen Lauge, zu 
welcher noch 0,5 cem n/10 H,SO, zugesetzt werden mu, wird nun so viel 
Reagens zugesetzt, bis der zuerst entstandene Niederschlag sich aufgelést 
hat und die Lauge wieder durchsichtig geworden ist. 1 cem einer chemisch 
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reinen Nikotinl6sung von 0,125°,, verbraucht 5ccm Quecksilber-Jod 
Jodkaliumreagens, um den entstandenen Niederschlag bis zur Durchsichtig 
keit aufzulésen. 1lcem Reagens entspricht also einer Nikotinmenge von 
0.00025 g. Bei Anwendung dieser Methode mu darauf geachtet werden, 
dab die verschiedenen Bestimmungen bei ein und derselben Temperatur 
ausgefiihrt werden, denn je héher die Temperatur der zu untersuchenden 
Lauge ist, desto starker ist die Léslichkeit des Niederschlags und desto 
weniger Reagens wird zur Lésung des Niederschlags verbraucht werden. 
Ferner muB darauf geachtet werden, daB die Nikotinkonzentration der zu 
untersuchenden Lauge nicht gréBer sein soll als leem Lauge 5 ecm 
Reagens. 

In den Fallen, wo die Nikotinkonzentration gréBer ist, mul ent 
sprechend mit Wasser verdiinnt werden. 


Der Zeitpunkt, wo die Lauge mittels des Reagenziiberschusses durch- 
sichtig wird, ist auch bei Anwesenheit von Pyridin leicht festzustellen, da | 
der kristallinische Pyridinniederschlag sich rasch zu Boden setzt, es muB 
nur in solehen Fallen so viel Reagens zugesetzt werden, da die iiber dem 
kristallinischen Niederschlag stehende Fliissigkeit durchsichtig wird. Die 
meisten Tabaklaugen gaben so untersucht auf Pyridin keine Reaktion, 
ebenso konnte in den mit dem Reagens versetzten Laugen nach Zusatz 
von NaOH bis zu stark alkalischer Reaktion NH, nicht nachgewiesen 
werden. Nur in Fillen, wo die Tabaklauge schon ganz nikotinfrei war, 
konnte NH, nachgewiesen werden, hingegen war bei den kleinsten Zu- 
sitzen von NH,Cl zu Tabaklauge die Nesslersche Reaktion ganz deutlich 
zu beobachten. Wiewohl die beschriebene Methode fiir quantitative Nikotin- 
bestimmungen noch nicht ausgearbeitet ist, indem vergleichende Versuche 
mit anderen Methoden noch nicht ausgefiihrt wurden, so geniigte aber 
dieselbe voll zur Orientierung, um festzustellen, wie weit im Laufe von 
bestimmten Zeiten der Nikotinabbau vor sich gegangen ist. 

Wichtig fiir die Verfolgung des Nikotinabbaus war auch die jeweilige 
Bestimmung der Gesamtstickstoffbasen des Tabaks, die durch Wasserdam)t- 
destillation aus dem alkalisch gemachten Tabak gewonnen wurden. 


FE xperimentelles. 
Die nachstehenden Versuche sind mit Zusatz von 5 Teilen Wasser 
(2.5 Teile destilliertes und 2.5 Teile gewéhnliches Wasser) zu einem Ge- 


wichtsteil Tabak bei 30° C ausgefiihrt worden. 


Zigarettenmarke ,,Gibson Girl. 


1. Angewandter Tabak: 6g gaben 


Gesamtbasen ...... . . . I8$ecm n/10 H,SOQ, 
ee a er es : -«« BS, BHO, 80, 
Nichtnikotinbasen ........10 , n/l0 H,SO, 2,15% 


2. 6g Tabak obiger Marke, nachdem derselbe 48 Stunden bei 30°C 
mit Wasser stand, wo das Gemisch bereits alkalisch war: 


Gesamtbasen ...... . . - l3cem n/10 H,SO, 
Nichtnikotinstickstoffbasen .. $4,, n/10 H,SO, 
ee eee . . 46,, n/l0 H,SO, 1,129 
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3. Aziditét der Lauge von Marke ,,Gibson Girl“ 
30 ecm der Lauge verbrauchten 13,5 cem n/10 NaOH 


24 Stunden: 30 ,,_,, - se 5,3 , n/l0 NaOH 
48 “ Reaktion schwach alkal. 


4. Gesamtbasen der Lauge von Marke ,,Gibson Girl‘‘ nach 24 Stunden 
30 cem der Lauge: 


Gesamtbasen ....... . . 20,68ccem n/10 H,SO, 
Nikotin, 1 cem = 9,4 cem 5,4 ,, n/10 H,SO, 
Nichtnikotinstickstoffbasen . . . 15,28 ,, n/10 H,SO, 1,44°% 


Tabake Michels, Marke .,Klasse“. 


1. 5¢ Tabak ergaben: 


Gesamtstickstoffbasen . . . . . 15,lcem n/10 H,SO, 
Nichtnikotinstickstoffbasen . . . 84 ,, n/l0 H,SO, 
Nikotin . . . fd ewe a MT s¢ f8D BBO, = $2069 


2. Nachdem der T abak zusammen mit dem Wasser bei 30°C 8 Tage 
gestanden hat, wurde der Tabak zusammen mit der Lauge an der Luit 
getrocknet. 5g dieses Tabaks, der eine alkalische Reaktion zeigte, ergaben 


Gesamtbasen . . - . -8 ceom n/10 H,SO, 
Wichtnibotinetichatelfbacen . 5,8 , n/l0O H,SO, 
OS ee eee n/10 H,SO, 0,71 ' 


3. Aziditat der Lauge: Nach 24 Stunden war dieselbe schwach alkalis« h 


4. Nikotingehalt der Lauge nach 48 Stunden berechnet auf Tabak 
30 cem Lauge 6g Tabak ergaben: 


Gesamtstickstoffbasen . . . . . 18,6cecm n/10 H,SO, 
Nichtnikotinstickstoffbasen . . . 15,4 ,, n/10 H,SO, 
PERS 6 ct were Ce oe OE ys I BO, 1,03 


Pfeifentabak = 5q Tabak. 


1. Gesamtbasen ...... .'. . 10 cemn/10 H,SO, 
Nichtnikotinstickstoffbasen . . . 4,4 ,, n/l0 H,SO, 
ee cc ie ss eee ee OE S 12/9 BU, 1,8] 
2. Nikotingehalt der Lauge am dritten Tage 25cem Lauge 5 9 
Tabak: 


Gesamtbasen : Age 9cem n/10 H,SO, 
Nichtnikotinstickstoffbasen . . - 13,3 , n/l0 H,SO, 
PN ee ee ee 2 se BR op BO R,OG, 0,84 

3. Aziditat: Am dritten Tage war die Lauge alkalisch. 

4. Nachdem die Tabaklauge und Tabakfaser, auf weiter Flache aus 
gebreitet, lufttrocken war, wurde dieselbe wieder mit Wasser (5 Teile Wasse1 
zu einem Teil Tabak) versetzt. 5g des zweimal mit Wasser behandelten 
Tabaks, was im ganzen 10 Tage dauerte, gaben: 

Gesamtstickstoffbasen . .. . 4eem n/10 H,SO, 
Nikotin .... . . . . nicht nachweisbar. 


Die Versuche mit Zigarettentabak der Marke .,Gibson Girl*f von 
l. bis 4. zeigen folgendes: 

Mit Bezug auf die Abnahme des Nikotins ist in den ersten 24 Stunden 
der Nikotingehalt von 2,15 auf 1,44°, gesunken, waihrend die Abnahme 
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nach 48 Sunden, wo die Reaktion bereits alkalisch war, nur noch auf 1,12°,, 
Nikotin gekommen ist. Es sieht so aus, als wenn durch das Eintreten der 
alkalischen Reaktion die Nikotinabbaureaktion gehemmt wird. 

Ferner ist aus Versuch 2 zu ersehen, dai beim Abbau des Nikotins 
bis zur alkalischen Reaktion und dem Verdunsten der Lauge zusammen 
mit dem Tabak bis zur Lufttrockenheit ein Verlust an Gesamtstickstoff- 


basen entsteht, und zwar ist hier nach Versuch | und 2 der Gesamt- 
stickstoffbasengehalt von 18cem auf 13cem gesunken. Dieser Verlust 
tritt nicht ein, wenn man so viel Tabaklauge zur Analyse verwendet, wie 
6g Tabak entspricht, was in Versuch 4 der Fall ist. Wir sehen bei 


diesem Versuch, daB hier eine Zunahme der Gesamtstickstoffbasen um 
2 cem stattgefunden hat. Diese Zunahme ist erklairlich, wenn man bedenkt, 
daB Nikotin nur einbasisch ist, wahrend es zwei N-Atome enthalt, anderer- 
seits deutet die Abnahme der Gesamtstickstoffbasen in dem bereits ge- 
trockneten Tabak (Versuch 2) darauf hin, daB die auf Kosten des Nikotins 
entstehenden Stickstoffbasen im freien Zustande beim Verdunsten de1 
Lauge sich leicht vertliichtigen kénnen. Dieselben Erscheinungen sehen 
wir auch beim Versuch mit Zigarettentabak Michels, Marke .,Klasse*‘, 
Versuche 1 bis 4. Auch hier sehen wir, daB der Abbau des Nikotins auch 
nach 8 Tagen nicht vollendet war. Der Nikotingehalt sank von 2,005 aut 


"0 


0.7 Der zusammen mit der Lauge bis zur Lufttrockenheit getrocknete 


= 
Tabak zeigt zugleich mit der Abnahme des Nikotins einen gewaltigen 
Verlust an Gesamtstickstoffbasen, indem derselbe von 15,1 auf 8 cem 
gesunken ist (Versuche 1 und 2). Wir ersehen ferner aus Versuch 4, daB 
schon am zweiten Tage der Nikotingehalt von 2,005 auf 1,03°, gesunken 
ist, daB also die Hauptabnahme des Nikotins von den ersten 2 Tagen her 

ruhrt, wo die Lauge am ersten Tage schwach sauer und am zweiten Tage 
schwach alkalisch war, Wie bei der Marke ,.Gibson Girl‘‘ sehen wir auch 
hier, daB im Gegensatz zu dem bereits getrockneten Tabak (Versuch 2) in 
der Lauge mit der Abnahme des Nikotins eine Zunahme der Gesamtstick 

stoffbasen stattfindet. 

Dasselbe und noch deutlicher zeigen die Versuche mit Pfeifentabak. 
Auch hier finden wir in'den ersten 3 Tagen eine Abnahme des Nikotins 
von 1,81 auf 0,84°,, (Versuche 1 und 2), wobei in der Lauge eine Zunahme 
der Gesamtstickstoffbasen von 10 auf 15,9 ccm (Versuche | und 2) ein 
getreten ist, hingegen zeigt Versuch 4, daB beim nikotinfreien, luft 
trockenen Tabak der Gesamtstickstoffbasengehalt von 10 auf 4ecm ge 
sunken ist. 

Wir sehen also auch hier, daB beim Verdunsten der Lauge die ent- 
standenen Stickstoffbasen sich vertliichtigen. Dafi die Nikotinabbau- 
reaktion bei dem zweiten Wasserzusatz bis zu Ende vor sich geht, ist e1 
klarlich, wenn man bedenkt, daB die entstandenen hemmenden Stickstoft- 
basen beim Verdunsten der Lauge sich vertliichtigen. Die Nikotinabbau 
reaktion kann daher beim zweiten Wasserzusatz ohne Hindernisse weiter 
vor sich gehen. 

Mit Bezug auf die entstandenen Stickstoffbasen ist zu bemerken, 
daB NH, in der Lauge mit dem Nessler-Reagens in den meisten Fallen 
nicht nachzuweisen war. Spuren von NH, konnten wohl in der vollkommen 
nikotinfreien Lauge nachgewiesen werden. Ferner ist zu erwihnen, dab 
bei Anwesenheit von CHCl, die Nikotinabbaureaktion tiberhaupt nicht 
vor sich gehen kann. Der nikotinfreie bzw. bis auf 50°,, Nikotin abgebaute 
alkalische Tabak zeigt mit Bezug auf Katalase eine Vervielfachung seiner 


2 
() * 


464 A. Faitelowitz: 


Katalaseaktivitat. Durch diese zwei Tatsachen ist daher die beschrieben: 
Nikotinabbaureaktion als eine rein bakterielle Reaktion charakterisiert 

Mit Bezug auf den so behandelten Tabak haben Rauchversuche 
folgendes ergeben: 

Versuch 1. Der bis auf 40 bis 70°, Nikotin abgebaute und durch dis 
Behandlung alkalisch gewordene Tabak wird viel schwerer als er war und 
nimmt mehr den Charakter von Zigarrentabak an. 

Versuch 2. Hingegen schmeckt der vollkommen nikotinfreie Tabak 
leer und nichtssagend, so daB dieser Tabak als Rauchtabak seinen Wert 
ganz verloren hat. 


Zusammenfassung der Versuche mit Wasser ohne Zuckerzusatz. 

Bei einem Zusatz von 5 Teilen Wasser zu einem Gewichtsteil 
Tabak findet bei 30° C in den ersten 24 Stunden ein starker Abbau des 
Nikotins statt. Die Nikotinabbaureaktion geht am zweiten Tage schon 
bedeutend langsamer vor sich und nahert sich allmahlich einem voll- 
kommenen, Stillstand der Reaktion. Mit der Abnahme des Nikotins 
nimmt die Aziditat der Lauge ab, bis endlich die Lauge eine alkalische 
teaktion zeigt und die Nikotinabbaureaktion zum Stillstand gekommen 
ist. Die auf Kosten des Nikotins entstehenden Stickstoffbasen sind im 
freien Zustande leicht fliichtig und verdunsten zugleich mit dem Wasser 
schon bei gew6hnlicher Zimmertemperatur. Infolge der leichten Ver- 
fliichtbarkeit der entstandenen Stickstoffbasen zeigt nur die Lauge 
mit der Abnahme des Nikotins eine Zunahme der Gesamtstickstoff- 
basen an, hingegen zeigt der Tabak, nachdem er zusammen mit der 
Lauge bis zur Lufttrockenheit getrocknet ist, mit der Nikotinabnahme 
auch eine Abnahme der Gesamtstickstoffbasen an. Beim Verdunsten 
der Lauge zusammen mit dem Tabak verfliichtigen sich die entstandenen, 
Stickstoffbasen, wodurch der Tabak an Stickstoff armer wird. Die 
auf Kosten des Nikotins entstehenden Stickstoffbasen hemmen die 
Nikotinabbaureaktion; diese kommt daher in der Lauge zum Still- 
stand. Trocknet man Lauge und Tabakfaser bei gewohnlicher Zimmer- 
temperatur bis zur Lufttrockenheit und setzt man zu dem so behandelten 
Tabak, der durch Verfliichtigung der entstandenen Stickstoffbasen 
nicht mehr so stark alkalisch ist, wieder von neuem Wasser zu, so geht 
die Nikotinabbaureaktion, wieder weiter vor sich, so daB unter solchen 
Umstanden der Tabak vollkommen nikotinfrei werden kann. Der auf 
diese Weise erhaltene nikotinfreie Tabak ist scheinbar infolge des 
groBen Verlustes an Stickstoffbasen vollkommen entwertet und schmeckt 
beim Rauchen nach nichts. 


In chemischer Hinsicht zeigt dieser Tabak ein ganz verindertes 
Bild, und zwar: der Nikotingehalt ist bis auf Spuren gesunken; der 
Gesamtstickstoffbasengehalt ist gesunken; der Gesamtstickstoffgehalt 
ist kleiner geworden; die Katalaseaktivitat des Tabaks hat durch die 
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Behandlung eine Vervielfachung erfahren. Die Nikotinabbaureaktion 
kann bei Anwesenheit von CHCl, nicht vor sich gehen. Die Tatsache 
der Zunahme der Katalase im Zusammenhang damit, daB die Reaktion 
bei Anwesenheit von CHCL, nicht vor sich gehen kann, charakterisiert 
diese als eine rein bakterielle Reaktion. 


Versuche mit Zusatz von zuckerhaltigem Wasser. 

Wir haben gesehen, daB infolge der entstehenden, Stickstoffbasen 
die Nikotinabbaureaktion friihzeitig zum Stillstand kam und daB in 
Fallen, wo durch Verdunstung der Lauge und Zusatz von neuem Wasser 
der Nikotinabbau ein vélliger war, der Tabak infolge des groBen Ver- 
lustes an Stickstoff vollkommen entwertet wurde. Es lag nun nahe, 
daB man diese Mangel wiirde beseitigen kénnen, wenn dafiir gesorgt 
werden kénnte, daB parallel mit der Alkalibildung im Reaktionsgemisch 
auch eine saurebildende Reaktion vor sich gehen soll, welche befahigt 
ware, die entstehende Basizitaét zu neutralisieren. Da die Nikotinabbau- 
reaktion rein bakteriell ist, so habe ich im bakteriologischen Labora- 
torium des Stadtischen Krankenhauses zu Neukdélln (9) die Bakterien- 
arten der Tabakblatter feststellen lassen. Die Untersuchung ergab, dais 
die meisten Blatter die Trager von solchen Bakterien sind, die beziiglich 
ihrer Wirksamkeit in zwei Arten eingeteilt werden kénnen und zwar: 
1. solche Bakterienarten, die EiweiB zu Stickstoffbasen abbauen und 
2. solehe Bakterien, die Kohlenhydrate, Starke, Traubenzucker, Milch- 
zucker und die meisten Zuckerarten unter CO,-Entwicklung zu Sauren 
abbauen. 

Einige der wesentlichen Unterschiede zwischen den alkali- und 
siurebildénden, Bakterien bestehen wie folgt darin: Die séurebildenden 
Bakterien brauchen zur Saurebildung keinen Sauerstoff, wahrend die 
alkalibildenden Bakterien Sauerstoff benétigen. Man sieht es daran, 
daB an der Oberflache zuerst die alkalische Reaktion eintritt, wahrend 
tiefer im Becherglas die Reaktion noch sauer ist. Ferner tritt die 
alkalische Reaktion viel rascher ein, wenn die Oberfliche gréBer ist, 
und umgekehrt tritt die saure Reaktion rascher ein, wenn die Ober- 
flache kleiner ist. 

Nach diesem Befunde von 1 und 2 war zu erwarten, daB die Nikotin- 
abbaureaktion bei Zusatz von zuckerhaltigem Wasser einen ganz 
anderen Verlauf nehmen wiirde. 

Tabak Michels, Marke .,Klasse*. 

Es wurden 5 Teile Wasser zu einem Gewichtsteil Tabak zugesetzt, 
5°, Zucker auf den Tabak bezogen: 

|. Der nicht behandelte Originaltahak (5 ¢ Tabak.). 


Gossemtpamen -... 5. 6 ss . Li.leem n/10 H,SO, 
Nichtnikotinbasen . . . . . . 84 , n/l0 HS, 
NR i Sead OD we oS n 10 H,SO, 2,005 
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2. Der behandelte Tabak (5g Tabak). 


Gesamtbasen ...... . . 18,4cem n/10 H,SO, 
Nichtnikotinbasen . ... . . 16,0 ,, n/l0 H,SO, 
eee eee: eo) ie we 0.77% 


Wir sehen aus obigem Versuch, daB bei Anwesenheit von Zucker, wo 
also das Reaktionsgemisch sauer bleibt, die Abnahme des Nikotins auch 
beim lufttrockenen Tabak eine Zunahme der Gesamtbasen bedingt, und 
zwar sind die Gesamtbasen hier fast um das Doppelte gestiegen, jedoch 
haben eine Reihe von anderen Versuchen ergeben, daB die Nikotinabbau- 
reaktion schon bei Anwesenheit von 5°, Zucker durch die entstehende 
Aziditat gehemmt wird, so daB die Nikotinabbaureaktion auch hier nicht 
bis zu Ende vor sich gehen kann und wir sehen hier, daB nach 8 Tagen auch 
bei Zuckerzusatz der Nikotingehalt nicht unter 0,77°, gekommen ist. 


Das vorstehende Bild zeigt auch der folgende Versuch mit Pfeifentabak. 


1. 5g Originaltabak. 


Gesamtbasen ........ .10,0ccm n/10 H,SO, 

Nichtnikotinbasen ....... 44 , n10 H,SO, 

a a ae ae ees le 181% 
2. 5g Tabak mit 5°, Zucker nach zweimaliger Behandlung. 

Gesamtbasen ...... . . 164ceemn/10 H,SO, 

Nichtnikotinbasen ..... . 164 ,, n/10 H,SO, 

oe ut ee eee ere ee ae 


Der zweite Wasserzusatz war 10 Teile Wasser zu | Teil Tabak. 


3. 5q@ mit 2° Zucker nach zweimaliger Behandlung. 
{ o ‘ q 


Gesamtbasen ....... . 68cem n/10 H,SO, 
Nichtnikotinbasen ..... . 68 ,, n/10 H,SO, 
Nikotin. .......... . nicht nachweisbar. 


Die Reaktion war zuletzt alkalisch geworden. 


Andererseits ist aus Versuch 3 zu ersehen, daB, wenn nicht geniigend 
Saurebildung vorhanden ist und die Reaktion des Tabaks zu Ende alkalisch 
wird, dieses mit einer Abnahme der Gesamtstickstoffbasen verbunden ist 
DaB bei dem zweiten Wasserzusatz die Reaktion doch bis Nikotin 0° 
vor sich gegangen ist, beruht darauf, daB der zweite Wasserzusatz 10 Teile 
Wasser zu | Teil Tabak war, wodurch die Aziditat stark verdiinnt wurde 
Uber die Natur der dabei entstehenden Stickstoffbasen kann nur so viel 
gesagt werden, daB dieselben im freien Zustande sich leicht verfliichtigen. 
wie dies beim Verdunsten der alkalischen Lauge an der Luft der Fall ist 
In den meisten Fallen konnte in der klar filtrierten Lauge mittels des 
Nessler-Reagens NH, nicht nachgewiesen werden, ebensowenig konnte 
eine Zunahme derjenigen K6érper, die mit NO,H Stickstoff frei machen. 
festgestellt werden. Die Feststellung und Charakterisierung derjenigen 
Koérper, die dabei entstehen und ob diese nicht auf Kosten des EiweiBes 
entstehen, mu8 einer weiteren Untersuchung iiberlassen werden. 


Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war die Feststellung, unter 
welchen Bedingungen es méglich wird, die Nikotinabbaureaktion bis zu Ende 
zu fiihren, ohne daB dabei ein Verlust an Stickstoffbasen entstehen soll. Da 
aber die Nikotinabbaureaktion weder bei zu hohen Alkalitaten noch bei zu 
hohen Aziditaéten bis zu Ende vor sich gehen kann. so erschien es ratsam, fol- 
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genden Weg einzuschlagen. Es wurde der Tabak mit 8 bzw. 10 Gewichtsteilen 
Wasser versetzt; nachdem Tabak und Lauge 2 Stunden gestanden hatten, 
wurde die Lauge ausgepreBt. Es zeigte si h dabei, daB ein Gewichtsteil Tabak 
ein Gewichtsteil Wasser zuriickbehalt. Der ausgeprebte feuchte Tabak 
wurde auf weiter Flache fein ausgebreitet, so daB er bei gewoéhnlicher 
Zimmertemperatur in 6 Stunden trocken war. Es stellte sich heraus, dab 
bei dieser Auslaugung 7 , bis ® ,) des Nikotins in der Lauge aufging, waihrend 
der Rest in dem Tabak zuriickblieb. Zu der erhaltenen Lauge wurden, auf 
das Gewicht des Tabaks bezogen, 5°, Zucker zugesetzt. In einem GefaB 
mit weitem Boden wurden nun 100g Lauge und 10g des ausgepreBten 
Tabaks zusammengetan (die Héhe des Reaktionsgemisches iiber dem Boden 
darf 1 bis 2¢m nicht tibersteigen), der Rest der Lauge stand in einem 
Becherglas mit kleinem Durchmesser, s> daB die Héhe der Lauge iiber dem 
Boden etwa 20 bis 30cm betrug. Wahrend die Lauge mit der weiten 
Oberflache und den Tabakfasern schon nach 24 Stunden alkalisch war, 
war im Becherglas mit der kleinen Obertlache eine Saéuregirung unter 
CO,-Entwicklung eingetreten. Mit dieser sauren Lauge wurde nach je 
24 Stunden die alkalische Lauge neutralisiert. 

Aut diese Weise wurde es m lich, in der Tabaklauge einen volligen 
Abbau des Nikotins zu erzielen, ohne daB dabei Verlust an Stickstoffbasen 
entstanden wire. 


Tabak Nr. 713, he zogen von de r Firma Ne uerburq. 
Zu einem Gewichtsteil Tabak wurden 8 Teile Wasser zugesetzt: 


Am 10. August 1927, 1 cem Lauge 5.1 ecm Reagens bzw. 1 g Tabak 


5,1.9 45,.9ecm Reagens 

wom - * = ot. & os - 3cem Reagens bzw. 1 g Tabak 3 
- 27cem Reagens. 

a we 1927, 1 ,, = die Lauge war bis auf ein Drittel ver- 
dunstet. 
Ll cem Lauge 3,8:3 1.26.9 
= 11,34ccm Reagens. 

ng, # 5937, 2 ws os die Lauge war bis auf ein Fiinftel ver 
dunstet. 
1 eem Lauge 4.5 cem Reagens 
4.5:5 0.9.9 S,lecm Reagens 


Abnahme . 37. S com, 


Am 27. August 1927 war in der Lauge N 713 Nikotin nicht nachweishar. 


Tabak Nr. 564, bezogen von der Firma Neuerburg. 


Behandlung genau wie Tabak Nr. 713. 


Am 10. August 1927, 1 cem Lauge 6.6 com Reagens bzw. 1 g Tabak 6.6 
g 
‘e 59.4 com Reagens. 
a WS. - Mas, & <« = 4.5 ccm Reagens bzw. 1 g Tabak 4.5 
_9 40,5 ccm Reagens. 
15. 7" 1667, 2 « ia Verdunstung zwei Drittel des Volu- 
mens, 1 ccm Lauge 7 ccm Reagens, 


bezogen auf das urspriingliche Volu- 


I) 


2.3ccm Reagens. 1g Tabak 


men7:3 


— 2.3 . 9 20,7. 
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Am 17. August 1927, 1 cem Lauge Verdunstung vier Fiinftel des Volu 
mens, | ecm Lauge 6.5 cem Re- 
agens, aut das urspriingliche Volumen 
bezogen. 

6.5: 5 1.3 cem Reagens, 1 g Tabak 
3.9 11.7 cem Reagens. 
Am 22. August 1927 war Nikotin in der Lauge nicht mehr nachweisbar. 


Die nikotinfreie Lauge von Tabak Nr. 713 sowie von Tabak Nr. 54 
wurde mit dem ihr zugehérigen entlaugten Tabak wieder vereinigt und aut 
breiter Flache an der Luft getrocknet bis zur Lufttrockenheit des Tabaks. 
Der so erhaltene Tabak war bis auf kleine Bruchteile nikotinfrei. Det 
Stickstoffgehalt des Originaltabaks Nr. 713 war 1,9°,. Der Stickstofif 
gehalt des behandelten nikotinfreien Tabaks war 2,21°,, 

Aus den angefiihrten Daten ist zu ersehen, da8B man durch andauernde 
Neutralisation mit der sauren Lauge erreichen kann, da die Nikotin- 
abbaureaktion bis zu Ende geht, und zweitens, daB in solchem Falle ein 
Verlust an Stickstoff nicht entsteht. 

In chemischer Hinsicht zeigt der so behandelte Tabak ein verandertes 
Bild. Die Gesamtstickstoffbasen sind grober geworden, die Katalase- 
aktivitat zeigt eine Vervielfachung im Vergleich zum Originaltabak. 

Mit Bezug auf die Verwendung eines solchen Tabaks zu Rauchzwecken 
wird derselbe, soweit er sauer reagiert und Stickstoffverluste nicht ent 
standen sind, milder und runder, auch wenn der Nikotingehalt auf einen 
Bruchteil des urspriinglichen Nikotingehalts gesunken ist. Betrachten wit 
nun die iibliche Tabakfermentation auf Grund vorliegender Ergebnisse 
und nehmen wir an, daB auch die iibliche Tabakfermentation ein rein 
bakterieller Vorgang ist, so wird es verstandlich, warum bei der iiblichen 
Tabaktermentation Starke ganz verschwindet, waihrend von dem Nikotin 
nur 25% abgebaut werden. 

Der zusammengepreBte Tabakballen hat eine verhaltnismaBig kleine 
Oberflache, die alkalibildenden Bakterien brauchen aber Sauerstoff. Der 
Sauerstoff, der an den Tabakblattern haftet, geniigt nicht, um den Nikotin- 
abbau bis zu Ende zu fiihren. Hingegen brauchen die saurebildenden 
Bakterien keinen Sauerstoff und daher kann auch die Starke vo6llig ab- 
gebaut werden. Es wird daher von einem gut fermentierten Tabak verlanet, 
da8 er keine Starke enthalt. 


Zusammenfassung. 


Es ist eine schnelle Orientierungsmethode zur Schatzung des 
Nikotingehalts in einer Tabaklauge ausgearbeitet worden, welche darin 
besteht, daB Nikotin im UberschuB des Jodquecksilber-Jodkalium- 
reagens bis zur Durchsichtigkeit der Lauge léslich ist, wihrend Pyridin 
als kristallischer Niederschlag sich am Boden absetzt und N H, in schwach 
saurer Lésung tiberhaupt keinen Niederschlag gibt. Eine sauer 
reagierende Tabaklauge verliert bei Abwesenheit von CHCl, allmahlich 
ihre Aziditat und wird nach 48 bis 72 Stunden alkalisch. Bei Anwesenheit 
von CHCl, (2cem zu 100 cem Lauge) tritt diese Reaktion nicht ein. 
Die OberflachengréBe der Lauge sowohl als die Anwesenheit von 


Tabakfasern in der Lauge begiinstigt das Eintreten der alkalischen 
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Reaktion. Mit der Abnahme der Aziditat der Lauge tritt zugleich 
auch eine Abnahme des Nikotingehalts in der Lauge ein. Die Nikotin- 
abbaureaktion kommt zum Stillstand, sobald die Lauge zu stark 
alkalisch geworden ist. Mit der Abnahme des Nikotingehalts tritt eine 
Zunahme der Gesamtstickstoffbasen in der Lauge ein. 

LaBt man so eine alkalisch gewordene Lauge bei gewoéhnlicher 
Zimmertemperatur zusammen mit dem ihr zugehérigen Tabak bis 
zur Lufttrockenheit des Tabaks verdunsten, so tritt ein groBer Verlust 
an, Stickstoffbasen ein. Die bei dem Nikotinabbau entstehenden Stick- 
stoffbasen sind im freien Zustande leicht fliichtig, so daB diese beim 
Verdunsten der alkalischen Lauge in groben Mengen verschwinden. 

Setzt man zu diesem nikotinarmen Tabak, nachdem er zusammen 
mit der Lauge, in welcher die Nikotinabbaureaktion schon zum Still- 
stand gekommen war, lufttrocken geworden ist, von neuem Wasser zu, 
so tritt die Nikotinabbaureaktion von neuem ein, so da man auf diese 
Weise bei zweimaligem bzw. dreimaligem Wasserzusatz und Ver- 
dunstenlassen der Lauge zusammen mit dem Tabak einen vollkommen 
nikotinfreien Tabak erhalten kann. Der Stickstoffbasengehalt dieses 
Tabaks ist aber infolge der Fliichtigkeit der entstehenden Basen sehr 
klein, weshalb der Tabak beim Rauchen als vollkommen leer erscheint. 

Mit dem Abbau des Nikotins tritt eine Vervielfachung der Katalase- 
aktivitat des Tabaks ein, wodurch der bakterielle Charakter dieser 
Reaktion bewiesen ist. 


Ergebnisse mit Zusatz von Kohlenhydraten. 

Die meisten Tabakarten sind Trager von solchen Bakterien, die 
einerseits Zucker und Starke zu Sauren vergairen und andererseits von 
solchen Bakterien, die Molkeneiwei8 abbauen und dabei Ammoniak 
bilden. 

Setzt man zu einer Tabaklauge 1°, Zucker (Traubenzuecker, Milch- 
zucker, Riibenzucker bzw. Starke) zu, so tritt unter CO,-Entwicklung 
eine Sauregirung ein. Bei Anwesenheit von CHC, tritt diese Garung 
nicht ein. Von der GréBe der Oberflaiche wird die Saéuregarung nicht 
begiinstigt, vielmehr kann durch eine gar zu grobe Oberfliche die Saure- 
girung beseitigt werden, indem die Lauge alkalisch wird. Die Saure- 
girung kann auch dadurch verhindert werden, wenn die Konzentration 
der Lauge zu hoch ist (wahrscheinlich wegen der Giftigkeit des Nikotins). 
Parallel mit der Sauregairung geht auch die Nikotinabbaureaktion vor 
sich, jedoch kommt diese zum Stillstand, sobald die Aziditat der Lauge 
zu hoch angewachsen ist. Entsprechend der stattgefundenen Abnahme 
des Nikotins findet auch eine Zunahme des Basengehalts in der Lauge 
statt. LaBt man die Lauge zusammen mit dem ihr zugehérigen Tabak 


bei gew6hnlicher Zimmertemperatur bis zur Lufttrockenheit des Tabaks 
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verdunsten, so zeigt dieser Tabak eine Zunahme der Gesamtstickstoff- 
basen, entsprechend der stattgefundenen Abnahme des Nikotingehalts. 
Die entstehenden Stickstoffbasen sind im gebundenen Zustande nicht 
fliichtig. Der so erhaltene sauer reagierende Tabak schmeckt beim 
Rauchen voll und mild. 

Ein volliger Abbau des Nikotins, ohne daB an dem Stickstoffgehalt 
des Tabaks Verluste entstehen, wobei auch die Tabakfaser geschont 
werden soll, wird dadurch erreicht, daB man 1. nur die Tabaklauge 
einer Fermentation unterwirft, und 2. dadurch, daB man einem Teil 
der Lauge eine groBbe Oberflache gibt, dem anderen Teil der Lauge eine 
kleine. Man hat dadurch die Méglichkeit, die in der Lauge mit groBer 
Obertliche entstehende Basizitat nach Bedarf mit der sauren Lauge 
zu neutralisieren usw., bis die Lauge vollkommen nikotinfrei geworden 
ist. Man erhalt so einen fast nikotinfreien Tabak, dessen Stickstoff- 
gehalt derselbe geblieben ist, dessen Stickstoffbasen eine solche Zu- 
nahme erfahren, die dem Nikotinabbau entsprechen, und dessen 
Katalasegehalt eine Vervielfachung der urspriinglichen Katalase- 
aktivitat darstellt. Die entstehenden Basen scheinen auf den Wert des 
Tabaks als Rauchtabak einen groBen EinfluB zu haben. 


Literatur. 

1) Neuberg und Kobel, diese Zeitschr. 179, 459, 1926; 190, 232, 1927; 

Neuberg und Ottenstein, ebendaselbst 197, 491, 1928; 216, 216, 1929; Andre 
adis, ebendaselbst 211, 378, 1929. 2) Léw iiber ,.Katalase der Tabak 
blatter“’. — 3) Isajef, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1904, 8. 103 bis 116. 
4) Faitelowitz, Milchwirtschaftl. Zentralbl. 1910, H. 7, 8, 9. 5) Konigq. 
ebendaselbst. 6) Kissling. 7) Biochem. Journ. 1925. 8) Ebendaselbst 
19, Nr. 5, 1925. — 9) Die bakteriologischen Untersuchungen sind von 
Frl. Schiitzendiebel ausgetfiihrt worden. — 10) Dies hat wahrscheinlich 
manchen Autor in dem Glauben gehalten, da8 die Nikotinabbaureaktion 
durch eine Oxydase bedingt sei. In Wirklichkeit tritt bei Anwesenheit 
von CHCl, weder die alkalische, noch die saure Reaktion ein. Ferner ist 
das Eintreten der alkalischen wie auch der sauren Reaktion mit Katalase- 
bildung verbunden, so daB dadurch beide Reaktionen als rein bakteriel! 
charakterisiert sind. 11) Nach den Verbrennungen von Dr. Landsherg im 
Chemischen Laboratorium des Krankenhauses Neukélln. 12) Die in der 
Landwirtschaft tibliche Lockermachung des Bodens durch Pfliigen usw 
diirfte fiir die Bodengare insofern von Wichtigkeit sein, als wahr 
scheinlich die Oxydation der Stickstoffbasen im Boden auch durch solche 
Bakterien vor sich geht, die Sauerstoff benétigen. Je gréBer also die Ober- 
flache ist, desto besser kann diese bakterielle Oxydation vor sich gehen. 
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Bemerkung zur Arbeit von B. Lustig: 


Studien itiber Konzentrierung des Pepsins und den Chemismus 
seiner Wirkung.~ 
Diese Zeitschr. 215, 205, 1929. 
Von 
I. A. Smorodinzew und A. N. Adowa. 


(Eingegangen am 6. Juni 1930.) 


In der eben erschienenen Arbeit kam Lustig aut Grund von Versuchen 
iiber Konzentrierung des Pepsins nach verschiedenen Methoden zu dem 
Ergebnis, daB8 fiir die Aktivitat des Ferments sein Gehalt an NH,- und 
COOH-Gruppen von groBer Wichtigkeit ist. Bei Inaktivierung des Pepsins 
entsteht eine Vermehrung der NH,- und COOH-Gruppen infolge einer 
Sprengung der Peptidbindungen der Pepsinmolekiile. 


Das sind ebendieselben Ergebnisse, zu welchen wir im Jahre 1928 bei 
unserem Studium! iiber die Pepsinnatur gelangt waren. Aber als weiteres 
Ergebnis ist von uns hervorgehoben worden, daB die Wirksamkeit nicht 
nur von der absoluten Menge der N H,- und COOH-Gruppen, die an und 
fiir sich wichtig ist’, sondern auch von dem Verhaltnis N H, COOH oder ac 
(a Aminogruppe, ¢ Carboxylgruppe) in groBem MaBe abhangig ist 
Lustig aber vermutet, daB seine ,,Untersuchungen zeigen, daB das Ver- 
haltnis zwischen den Amino- und Carboxylgruppen innerhalb enger Grenzen 
bei allen Praparaten gleich war (Tabelle III, C) im Gegensatz zu den An- 
schauungen von Smorodinzew und Adowa.“ Diese Nichtiibereinstimmung 
veranlaBte uns, die Koeffizienten nach den von Lustig gewonnenen Daten 
zu berechnen. Dabei erwies sich, daB die Berechnungsmethode von Lustig 
darin bestand, daB er den prozentualen Wert der NH,-Gruppen des Pri- 
parats durch den prozentualen Wert der COOH-Gruppen dividierte 
3ei solchem Berechnungsmodus tritt der Unterschied zwischen den Pra 
paraten nicht hervor. Wir berechneten nach einer anderen Methode: wi 
stellten das Verhiiltnis des Aquivalents der Aminogruppen zum Aquivalent 
der Carboxylgruppen fest. Das Gewicht von NH, 16,016, von COOH 

45,008; somit ist NH,/COOH 16,016 45,008 = 0,36. 


1 J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 177, 
187, 1928. 
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Dieses Verhaltnis setzten wir gleich Eins und daraut bezogen wir dis 
von uns gewonnenen Zahlenwerte. 


Kin Beispiel unserer Berechnungsmethode. 


Pepsin Nr. l, Merck Pharm. Brit. 14 siehe Tabelle enthalt 0.368 
N H,-Gruppen (Kolonne 1) und 1,488 CQOH-Gruppen (Kolonne 2); das 
Verhaltnis ist NH, COOH 0,368, 1,488 0.248. 


Wie oben erwahnt, setzen wir 0,36 gleich Eins; so gilt fiir 0,25 0.70 
Ore 3 2 4 0,25 s ; 
* ; O70 o . 
0.25 oo . i 0.36 ‘ Kolomne t 


Wir berechneten auch die von Lustig gewonnenen Werte (Tabellen I] 
und TIT) nach unserer Methode und erhielten folgende Resultate: 





1 2 3 4 ) 
p ' NH. COOH 
raparate COOH- H,o.COOH 1 *sS ’ 
a ote WB) Greppen ate Lust . ew u Adon - 
' (Tab. HI, B Nerediined 
1. Pepsin Pharm. 
ea 0,368 1,458 0,247 0.70 2.500 
2. Pepsin Osterr. 
Heilmittelstelle 1,422 5,062 0,281 0.79 3,000 
3. Pepsin Fair 
childs a 0.872 2.999 0.291 O.S2 3.000 
4. Pepsin  absol. 
Moree... 3,054 11,534 0.258 0.73 16,000 
5. Pepsin concen- 
tratum.... 0.890 3.806 0,239 0.66 59,000 
6. Pepsin concen 
tratum inaktivy 1,435 5.338 0,263 0,76 
* Die Werte von Lustig aus der Kolonne 1 und 2 nach unserer Methode berechnet 


Aus der Tabelle (Kolonnen 4 und 5) ist ersichtlich, da bei den 
ersten drei Praparaten das Verhaltnis a/c parallel der Aktivitét steigt 
(Koeffizienten 0,79 und 0,82 kann man praktisch ais gleich annehmen, 
auch zeigen die Praparate gleiche Aktivitat). Der Koeffizient a/c, nach 
Lustiqgs Zahlen von uns berechnet, entspricht in unserer Serie dem wirk- 
samsten Pepsinpraparat. Ebenso wie in unseren Versuchen enthalt das 
wirksamste Lustigsche Priparat Nr. 4 die maximale absolute Zahl der 
NH,- und COOH-Gruppen, und das Verhaltnis a c¢ nahert sich dem Ko- 
effizienten des Pepsins Nr. 2 in unserer Serie (a c 0.762). 


Eine Abweichung von dieser RegelmaBigkeit zeigt das Praparat Nr. 5, 
welches einer” ..Reinigungs“-Konzentrierung unterworfen worden ist. 
Solche Prozeduren haben wir mit unseren Praparaten nicht durchgefiihrt. 
Dieses laBt sich vielleicht durch die Einwirkung von Aceton erkliren, 
jedoch muB die Aufklirung dieser Frage wohl weiteren Erfahrungen vor- 
behalten bleiben. 


tJ. A. Smorodinzew und A. N. Adowa, |. ec. S. 192 
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Zugunsten unserer Ansicht tber die Wichtigkeit der) N H,-Gruppen 
der Pepsinmicelle sprechen auch unsere Beobachtungen!, daB die Leit 
fahigkeit des Praparats mit Verminderung der Aktivitét bei konstant 
bleibender HCl-Menge steigt, d. h. je aktiver das Praparat ist, desto meh 
HCl binden seine NH,-Gruppen. Je gréer die Pufferungskapazitat des 
Praparats ist, d.h. je mehr HCl zu binden das Praparat imstande ist, 
desto energischer spaltet es die Eiwei8korper. Die Pufferungskapazitat 
hangt von der Menge der N H,-Gruppen dei Pepsinmi elle ab. 

Auf Grund dieser Darlegung ist ersichtlich, da®B die Angaben von 
Lustig den unseren nicht widersprechen, sondern noch neue Bestatigungen 
fiir unsere Grundansicht tiber die Aktivitat des Pepsins geben, und gerade 
in der Hinsicht, da®B fiir die Aktivitat des Praparats die absolute Menge 
der NH,- und COOH-Gruppen wichtig ist, insbesondere aber das Ver 
haltnis dieser Gruppen (der Koeffizient a/c), im Sinne wie wir es verstehen 
und berechnen. 


1 Nicht veréffentlichte Arbeit. 





Uber die Natur der Pentose bei chronischer Pentosurie: 
an der Hand von fiinf selbstheobachteten Fallen. 


Von 
Paul Hari. 


Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kéniglich ungarischen 
Universitat Budapest.) 


(Eingegar yen am 6. Juni 1930.) 


Nach der ersten Mitteilung von C. Neuberg! iiber die Identifizierung 
der Harnpentose mit d,1l-Arabinose haben einige Autoren, wie Cam- 
midge und Howard?, Wrezesnewski® u.a. den gleichen Zucker im Harn 
von Pentosurikern aufgefunden, andere haben das Diphenylhydrazon, 
die fiir d,1l-Arabinose charakteristische Verbindung, nicht herstellen 
kénnen und angegeben, dab die von ihnen beobachtete Pentose die 
Eigenschaften der Xylose bzw. einer Ketoxylose aufwies. Im Laufe 
der letzten 15 Jahre traf ich unter einer nicht allzu groBen Zahl 
von untersuchten: Harnen sechs solche an, die alle Merkmale 
der chrorischen (nicht alimentaren) Pentosurie trugen: gesteigerte 
Reduktionsfahigkeit, optische Inaktivitéat, negativen Ausfall der 
Garungsprobe und positiven Ausfall der Orcinreaktion in der Modi- 
fikation nach Bial. Nebenbei sei erwahnt, daB es sich in allen diesen 
Fallen um Personen jiidischer Abstammung gehandelt hat, ohne dab 
hieraus Schliisse gezogen werden kénnten, da dasselbe auch betreffs 
der ganzen im Laufe der 15 Jahre untersuchten Harne iiberwiegend 
der Fall war. 

Von den erwahnten sechs Pentosurikern ist Frau B. P. vor etwa 
3 Jahren gestorben: bis dahin hatte ix h jahrlich mehrere Male Gelegenheit 


! Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 33, 2245, 1910. 
2 Brit. med. journ., Jahrg. 1920, I. Teil, S. 779. 
3 Diese Zeitschr. 132, 135, 1922. 
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in ihrem Harn die Anwesenheit der Pentose festzustellen, ebenso wie auch 
an den anderen fiinf, auch zurzeit lebenden, durchwegs jungen, sonst ge- 
sunden Personen. 

Von Frl. Agnes B,. 18 Jahre alt und vom Schiiler Andreas B., 14 Jahre 
alt, erhielt ich den Harn in diesem Friihjahr durch einige Tage, vom Schiiler 
K. L., 15 Jahre alt, eine Woche lang, von Herrn N. S., Kaufmann, 30 Jahre 
alt, und von der Schiilerin Ester B., 14 Jahre alt, durch je 23 Tage. Agnes B., 
Andreas B. und Ester B. sind Geschwister. 

Die Ergebnisse meiner Versuche, die sich mit denen von Levene 
und La Forge’ beinahe in allen Punkten decken, will ich hier vorweg- 
nehmen. Sie lauten wie folgt: Ein Diphenylhydrazon konntg weder 
nach dem Neubergschen Verfahren, noch anderswie erhalten werden. 
Der native Harn war praktisch optisch inaktiv, hingegen die an- 
gereicherte, wenn auch durchaus nicht reine Lésung des Zuckers aus- 
nahmslos deutlich rechtsdrehend. 

Das Phenylosazon schmolz bei 161 bis 164° C, welcher Schmelz- 
punkt der Arabinose wie auch der Xylose zukommt; doch erhéhte 
sich dieser Schmelzpunkt auf 202 bis 205°C, wenn das Phenylosazen 
der Harnpentose zu gleichen Teilen mit dem reinen Xylosephenylosazon 
vermischt oder umkristallisiert gepriift wurde, und auf 172 bis 176°C 
beim Vermischen mit gleichen Teilen des Phenylosazons von reiner 
1-Arabinose. 

In Pyridin-Alkoholgemisch gelést, zeigte das Phenylosazon 
der Harnpentose schwache Rechtsdrehung, die im Verlauf einiger 
Stunden stark zunahm. Im Gegensatz zu Levene und La Forge war es 
mir nicht gelungen, das p-Bromphenylhydrazon der Harnpentose 
darzustellen, und da auch mein Bestreben, andere Hydrazone (p-Nitro- 
und Benzylphenylhydrazon) darzustellen, erfolglos war, fehlte es mir 
auch an Ausgangsmaterial zu Versuchen, den Zucker rein zu erhalten. 

Aus diesen Befunden muB im AnschluB an Zerner und Waltuch*, 
Levene und La Forge* und Alma Hiller* geschlossen werden, dab es 
sich in meinen fiinf Fallen um eine der X ylosegruppe angehdrende Pentose 
gehandelt hatte, denn: a) gegen Arabinose spricht das Fehlen eines 
schwerléslichen Diphenylhydrazons; b) gegen d,1l-Arabinose spricht 
die Rechtsdrehung der angereicherten Zuckerlésung: ¢) gegen Arabinose 
spricht die gewaltige Erhéhung des Schmelzpunktes des Pheny]l- 
osazons im Gemisch mit dem der |-Xylose; dieser selbe Umstand spricht 
fiir die Strukturahnlichkeit der Harnpentose mit der d-Xylose, da der 
genannte hohe Schmelzpunkt der d, 1-Xylose zukommt: d) gegen Ara- 
binose spricht die zunehmende Rechtsdrehung der Lésung des Pheny!- 


1 Journ. of biol. Chem. 18, 319, 1914. 
* Monatsschr. f. Chem. 34, 1639, 1913. 
S) 


« C. 
4 Journ. of biol. Chem. 30, 129, 1917. 
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osazons In Pyridinalkohol, denn unter ahnlichen Umstanden dreht 
das Phenylosazon der |-Arabinose zwar ebenfalls nach rechts, do 
nimmt diese Drehung im Laufe der Stunden ab (ebenso nimmt di 
Linksdrehung des Phenvlosazons der d- Arabinose ab): e) dab es sich abe 


nicht einfach um d-NXvlose handelt. geht aus der unter b) erwahnter 


ausgesprochenen Re htsdrel! ing der angereicherten Lésung her 


denn d-Xvylose dreht nach links: ebensowenig kann es sich aber 


rechtsdrehende |-XNvlose handeln, denn nur eine Pentose von 


der d-Xylose analogen Konfiguration kann die unter ¢) erwahnte 


Steigerung des Schmelzpunktes bewirken 


Experimenteller Teil. 


Es wurde ausschlieBlich unverdorbener Harn verwendet. was 


schwer fiel, da die Versuche in der kalten Jahreszeit ausgefiihrt wur: 
und ich den Harn nie langer als durch 48 Stunden sammelnd im Eisschr 
hielt, ohne ihn aufzuarbeiten 

Die Anreicherung an Zucker erfolgte in einer Anzahl von Versu 


nach Neuberg, in anderen nach folgendem Verfahren, dessen Einzelhei 


bereits von friiheren Autoren angewendet wurden. 1!, bis 2'. Liter Hi: 


wurden mit Bleizucker. das Filtrat mit Bleiessi 





der durch Bleiessig erzeugte Niederschlag eimmal am Filter gesamm 
ein anderes Mal abgenutscht, eimmal wiederholt. ein anderes Ma 


mit Wasser gewaschen. sodann in Wasser suspendiert, durch Eimlei 


von H,S entbleit, das Filtrat durch halbstiindiges Destillieren im Vakuur 
unter 30°C von H,S befreit, mit Merckscher Tierkohle pro analysi be 
Zimmertemperatur entfarbt und nun die vom zersetzten Bleichlorid he 
stammende freie Salzsaure abgestumpft. Dies geschah eimmal durch Zugal 


von NaOH (in rotulis), ein anderes Mal von festem Ba(OH),, und zwar 


jedesmal bis zum Verschwinden der blauen Kongoreaktion bei noch deut! 
saurer Reaktion (info 








»der Anwesenheit von freier Essigsaure) mit Lackmu 


papier. Die klare Lésung bzw. wenn die Salzsaure dureh Baryt abgestumpt 


worden war, das Filtrat von den ausgefallenen Barvtealzen. wurde 
Vakaum bei 25 bis 28°C aut 

lichen Volumens eingeengt. der Rest mit dem gleichen Volumen Alk 
versetzt, vom Niederschlag abfiltriert. wieder im Vakuum eingeengt 


dieser Vorgang noch ein- bis zweimal wiederholt. Die zum NSehlul} erhaltene 


schwach gelbgefarbte Lésung enthalt den Zucker trotz der unvermeid! 
Verluste in einer auf das Vielfache der urspriinglichen erhéhten K 


den etwa 10. bis 20. Teil des ursprii 


zentration. Hatte ich zur Abstumpftung der Salzsaure Baryt verwendet 
so wurden dessen Reste durch Versetzen mit eimer wasserigen Lésung I 
K,S0O, entfernt; durch Zentrifugieren erhielt ich iiber dem fest zusammet 
gebaliten Niederschlag eine wasserklare, barytfreie Lésung 

Die optische Aktiritat wurde an dem mit Bleizucker geklarten Harn z 
zwolf verschiedenen Gelegenheiten im 2 dm langen Rohr gepriift und wurder 
die Werte 0. 0.02, — 0.02. — 0.02. 0.03. + 0.03. 0.02. 0.06 

0.06 .+ 0, — 0,03, ( erhalten: an den angereicherten Lésunger 

erhielt ich die in Tabelle I zusammengestelliten Werte 

Die Reduktionstahigkeit des nativen Harns, nach Fehling bestimr 


und auf Glucose berechnet, ergab zu acht Gelegenheiten die Werte 6.: 
0,35, 0,33, 0.33, 0.20, 0.33, 0.32 und 25 
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Tabelle I. 





" ire Dn } AT s A 
sae iy i i »-dm-Rohr 7 se ausgedriick 
EL. B 10.—11. I. + O14 0,47 
11.—12. II. 0,32 0,47 
N.S 18.—20. IL. 0,37 
24.—26. Il. + 0.76 1.60 
26.—28. II. - 0.60 1.60 
K. L 1.— 3. III. 0.69 1.44 
3.— 5. ILL. - 1,02 2,75 
5.— 7. IIL. + 0,40 0,50 
Andr. B 16.—18. IV. + O44 1,27 


In den angereicherten Lésungen wurde die Bestimmung nach dem 
neueren Mikroverfahren von Bang ausgetiihrt und ergab die in Tabelle I 
zusammengestellten Werte. Man ersieht aus Tabelle I, da8 ein konstantes 
Verhaltnis zwischen optischer Aktivitat und Reduktionsfahigkeit nicht 
bestanden hatte, was ja angesichts der Anwesenheit anderer reduzierender 
Stoffe in der angereicherten Lésung nicht zu verwundern ist. 

Die Gdrfdhigkeit der Harne wurde in jeder zu verarbeitenden Harn- 
portion, es waren deren insgesamt 43, im Lohnsteinschen Apparat fest- 
gestellt (Kontrolle jedesmal in einem zweiten mit Wasser und Hefesuspension 
beschickten Apparat) und nur fiinfmal als Hochstwert 0,10°,, in allen 
anderen Fallen weit geringere Werte gefunden. 

Die Orcinreaktion in der Bialschen Ausfiihrung fiel in jeder Harnprobe 
wie erwahnt, waren es deren 43) sehr stark positiv aus. Nach einigen 
Minuten war die Fliissigkeit tief dunkelblau und nach einigen Stunden 
enthielt sie einen massigen, oft mehr als die Halfte der Fliissigkeit ein- 
nehmenden, beinahe schwarzen Niederschlag. Von den angereicherten 
Lésungen geniigte gar ein kleiner Tropfen (statt des nach Bial vorgeschrie- 
benen 1 ccm). um in den 4ccm des Salzsdéurereagens eine ahnlich starke 
Reaktion zu bewirken. 

Die Schmelzpunkte wurden stets im Rothschen Apparat bestimmt, 
daher alle in dieser Mitteilung angegebenen Daten als korrigierte anzu- 
sehen sind. 

Das Phenylosazon wurde sowohl aus nativem Harn, wie auch aus der 
angereicherten Lésung durch Zusatz von salzsaurem Phenylhydrazin und 
essigsaurem Natrium und Einlegen in ein kochendes Wasserbad dar- 
gestellt. Das am nachsten Tage abgenutschte und mit Wasser gewaschene 
Osazon wurde, um es von etwa mit ausgefallenem Glucosazon zu befreien, 
aus heiBem Wasser unter Zugabe von wenig Alkohol umkristallisiert, 
die Kristalle einige Stunden spater abgenutscht, mit Wasser gewaschen, in 
Pyridin gelést und die Lésung mit Wasser bis zur starken Triibung versetzt. 
Am nachsten Tage war, nachdem in einigen Fallen noch durch weiteren 
Wasserzusatz nachgeholfen werden muBte, das Phenylosazon der Pentose 
ohne amorphe Beimengungen auskristallisiert. Die Kristalle wurden aut 
einem Filter gesammelt, mit Wasser gewaschen, mit Wasser in ein Becher- 
glas geschwemmt und auf einem zweiten Filter gesammelt, gewaschen und 
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getrocknet. (Der Filterwechsel war aus dem Grunde nétig, da das erst: 
Filter nur sehr schwer von Pyridin frei zu bekommen war und dieses, 
bevor ich diesen Ausweg fand, das Osazon verunreinigte.) Um von dem am 
zweiten Filter getrockneten Osazon etwa noch anhaftende Pyridinspuren 
zu entfernen, tibergoS ich es einige Male mit Benzol und lie dieses jedesma! 
abtropfen. Nach dem Trocknen war das Praparat fertig zur weiteren 
Untersuchung. 

Wie aus Tabelle II ersichtlich, sind die Schmelzpunkte dieselben 
die auch von den friiheren Autoren mitgeteilt wurden 


Tabelle 11. 


Korrigierte Schmelzpunkte; ° C. 








I vlosaz ius Phenylosazon zu 
Versuchs hati vf eee * oe L. 
persor ls sine: | oe Phenylosazo = kung 
Losung l-Arabinose I-X s 
E. B 10.-11. I. 161—162 172 = 
18.-30. I. 164 162—163 176 205 
10.-11. I. 164 163 dusk 
22 -24. III - —- 1SY 
N.S 18.-20. I. 162—163 164 175 — 
22.-23. II. 161—162 164 _ 203 187 
K. L 1.— 2.1TI. 161 161 — 203 
Andr. B... 14.-15. IV 161 163 - 198,202 178, 
185 ** 
Agnes B. 5.- 7. V. 163 —- 202 183 
E. B 24.—26. III. ~ - 188, 
und | 159 
N.G. | | 28.-29.1IT. . . 187, 
185 





* Am unkristallisiertem Mischpriparat. 


** Nach weiterer Umkristallisierung 


Aus derselben Tabelle ist auch der Schmelzpunkt des Phenylosazons 
zu ersehen, wenn er am Gemisch mit dem Phenylosazon der l-Xylose ode 
der 1-Arabinose bestimmt wurde. 

Die Mutarotation des im Pyridin-Alkoholgemisch gelésten Pheny! 
osazons (0,20 g Osazon in 4cem Pyridin und 6 ccm absolutem Alkoho! 
konnte zu zwei Gelegenheiten gepriift werden. Bei E. B. betrug die Drehung 
im 1dm langen Rohr anfangs + 0,15°, am nachsten Morgen + 0,72°; 
bei Andr. B. anfangs + 0,30°, am nachsten Morgen — 0,63°. In den iibrigen 
Fallen war die Lésung triibe und konnte nicht genau abgelesen werden. 

Das Diphenylhydrazon darzustellen, gelang mir, wie erwahnt, kein 
einziges Mal. Das verwendete Hydrazin war frisch von Kahlbaum und 
Schering bezogen. Fiir diese Versuche wurde einige Male genau nach der 
Vorschrift von Newberg angeieicherter Harn verwendet, allerdings mit 
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dem Unterschied, da8 nicht 20, sondern bloB etwa 7 Liter verarbeitet 
wurden. Das lastige Uberschaiumen beim Einengen im Vakuum lie® sich 
dadurch wesentlich verringern, daB ich die betreffende Harnportion voran- 
gehend 2 Stunden lang in der Maschine schiittelte und zum Ejinengen 
nur den Harn verwendete, der unter der dicken Schaumschicht leicht 
abgegossen werden konnte. 


Zu zahlreichen anderen Versuchen, das Hydrazon darzustellen, habe 
ich die nach dem oben beschriebenen Verfahren angereicherten Lésungen 
verwendet. 


DaB der negative Erfolg meiner Bemiihungen nicht etwa durch mangel- 
hafte Beschaffenheit des verwendeten Hydrazins oder durch fehlerhatte 
\usftihrung verursacht war, geht aus folgenden Kontrollversuchen hervor: 


a) 12g 1-Arabinose (Kahlbaum-Schering) in 7.5 ¢em Wasser gelést, 
wurden mit 1 g Diphenylhydrazin und so viel Alkohol versetzt, daB sich 
das Hydrazin klar léste, am Wasserbad erwairmt, die ausgeschiedenen 
Kristalle abgenutscht, mit Alkohol gewaschen und aus heiBem Alkoho! 
umkristallisiert. Das Praparat schmolz bei 205°. 

b) In 500 cem Harn von gesunden, im Institut arbeitenden Mannern 
wurden 3g obiger Arabinose gelést, der Harn nach dem beschriebenen 
Anreicherungsverfahren aufgearbeitet und 3ccm der Lésung mit 0.1 ¢ 
des Diphenylhydrazins wie oben behandelt. Das Praparat schmolz bei 
203° C. 

Das p-Bromphenylhydrazon darzustellen gelang mir weder nach der 
von Levene und La Forge, noch nach dem nachfolgenden, von der klassischen 
nur wenig abweichenden Methode, indem nach ersterer in sehr schlechter, 
nach letzterer in besserer Ausbeute stets das p-Bromphenylosazon entstand. 
Etwa 10 cem der angereicherten Lésung wurden in einem Reagenzglas mit 
der essigsauren Lésung des von Kahlbaum und Schering frisch bezogenen 
Hydrazins versetzt. (Zur Bereitung des Reagens wurde | g des Hydrazins 
in einem heiBen Gemisch von 12 cem Wasser und 31, cem 50°,iger Essig- 
sdure gelést und nach dem Erkalten filtriert.) Die mit dem Reagens ver- 
setzte Zuckerlésung wurde nach wenigen Minuten triibe, farbte sich zu- 
sehends starker gelb, und einige Stunden bis einen halben Tag spate 
hatte sich am Boden des Reagenzglases eine 1 bis 2mm hohe dunkelrote, 
dem Glase fest anhaftende Schicht, dariiber aber eine hellgelbe lockere 
Kristallmasse abgeschieden. Letztere konnte mit der Mutterlauge ab- 
gegossen werden, ohne daB sich etwas von der dunkelroten Masse beigemischt 
hatte; sie wurde am Filter gesammelt, gewaschen, mit heiBem Alkohol 
weggelést, durch dasselbe Filter laufengelassen, und die alkoholische Lésung, 
die nunmehr zwei bis drei Reagenzglaser zur Halfte fiillte, in ein mehrere 
100 ccm fassendes Becherglas gestellt, das mit 80° igem destilliertem Wasser 
beinahe gefiillt war. Sobald die alkoholische Lésung sich erwarmt hatte, 
wurde sie portionsweise mit zimmerwarmem, destilliertem Wasser ver- 
setzt, worauf jedesmal eine Triibung entstand, aber sofort wieder schwand. 
Sobald es zum Verschwinden der Triibung einer Zeitdauer von 2 bis 
3 Minuten bedurfte. wurde die alkoholische Lésung in das heiBbe Wasser 
im Becherglas eingegossen, worauf eine gelbe wolkige Triibung entstand, 
die sich bald zusammenballte und bis zum niachsten Tage als fein kristallini 
scher Niederschlag sich am Boden ansammelte. Dieser wurde abgenutscht, 


gewaschen und getrocknet. Die zu verschiedenen Gelegenheiten dargestellten 
Praparate schmolzen bei 185 bis 189° C (siehe Tabelle Il). Da8 es sich um 


| 
| 
| 
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das Osazon handelte, geht aus nachfolgenden, an einem Praparat aus dem 
Harn von E. B. erhaltenen Analysendaten hervor. 


4,135 mg Substanz lieferten 6,410 mg CO, und 1,440 mg H,O 


4,200 ,, 6,485 ,, CO, ,, 1,420 ,, H,O 
4,370 ,, ‘“ oe 0.4704 com N bei 708 mm Hg und 22° ¢ 
3,675 ,, ‘i ‘ Gree «~ Bw 8 » Bey Be 
19,570 ,, oF + 15,060 mg Ag Br 


19,600 i i 15,145 ,, AgBr 


Hieraus ergab sich fiir C 42,28 und 42,11°,, fiir H 3,87 und 4,05°,,, 
fir N 11,49 und 11,25°,, fiir Br 32,74 und 32,88°,,. Also: 





fiir p-Brompheny]- 


im Mittelwert fiir p-Bromphenyl- hvdrazon berechnet 
gefunden osazon berechnet ; ‘ 
C 42.19 41,98 41,38 
H 3,96 3,70 4,70 
N 11,37 11,52 8,78 
Br 31,81 32,92 25,08 


Der Kontrolle halber habe ich 0,5 g Xylose von Kahlbaum und Schering 
in 10cem Wasser gelést, derselben Behandlung unterworfen und ein Pra 
parat erhalten, das bei 191°C schmolz und sich abermals als das Osazon 
erwies. 


11,440 mg Substanz lieferten 8,860 mg AgBr 32,95°, Br 
ik, i i a 9,040 ,, AgBr 32,81°% Br 


Also Brom gefunden im Mittelwert 32,88°,, berechnet fiir das Osazon 
32,92%. 

In einem weiteren Versuch wurde das fiir die Darstellung des Osazons 
vorgeschriebene Verfahren angewendet: 0,30 g¢ obiger Xylose wurden in 
einem Gemisch von 5cem Wasser und 5cem Eisessig gelést, ferner 
0,30 g p-Bromphenylhydrazin ia 10 cem 50°, iger heiBer Essigsiure gelést, 
die beiden Lésungen hei’ vermischt, die ausgeschiedenen Kristalle aus 
Pyridin und Wasser umkristallisiert. Das Praparat schmolz bei 188° C. 

Die Analyse ergab: 

11,230 mg Substanz lieferten 8,620 mg AgBr 32,66°, Br 

; 9,695 ,, pe - 7.400 ., AgBr 32.47% Br 
Also Brom gefunden im Mittelwert 32,56°,. 
Das p-Bromphenylosazon der Harnpentose ist also mit dem der Xylose 


offenbar identisch oder steht ihm nahe, um so eher, da die beiden, zu 
gleichen Teilen vermischt, abermals einen Schmelzpunkt von 186° C lieferten 


Es sei mir auch an dieser Stelle gestattet, den Herren Professoren 
Mauthner und Zemplén meinen besten Dank fiir die mir erteilten Rat- 
schlage abzustatten. 
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Mikro-Eisen-Bestimmungen an chlorophyll-defekten Blittern. 


Von 
Dagmar Runehjelm. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1930.) 


Die chemischen Untersuchungen dieses Institutes an chlorophyll- 
defekten Mutanten! zielen dahin, die chlorophyllbedingenden Konzen- 
trationen der an der Chlorophyllbildung beteiligten Stoffe festzustellen. 
Unter den chlorophyllbedingenden Stoffen wurde zunachst die Katalase 
erkannt*, welche in einem ziemlich friihen Stadium der Entwicklung 
in die Chlorophyllbildung eingreifen diirfte. Unter den anorganischen 
Stoffkonzentrationen lag es natiirlich am nachsten, das Magnesium 
in Betracht zu ziehen, welches nach der grundlegendén Entdeckung 
von Willstatter und Stoll ein wesentlicher Bestandteil des Chlorophyll- 
molekiils ist. Hinsichtlich des Magnesiumgehaltes sind in einer kiirzlich 
erschienenen Arbeit von Euler und Runehjelm® auch bereits quanti- 
tative Feststellungen gemacht worden. Wahrend bei der Gerste Be- 
ziehungen zwischen Gehalt an Totalmagnesium und Chlorophyll noch 
nicht hervorgetreten sind, wurde an buntblittrigen Sippen von 
Pelargonium in den chlorophyll-defekten Teilen mehr’ Magnesium ge- 
funden als an den chlorophyll-normalen. Diese Untersuchungen sind 
demnachst auf das organisch gebundene Magnesium auszudehnen. 

Im AnschluB an die gefundenen Beziehungen zwischen Katalase- 
wirkung und Chlorophyllgehalt bei Gerstenmutanten wurde sodann 
unter den anorganischen Bestandteilen der Asche besonders das Eisen 
untersucht. Es scheint ja nach den Ergebnissen aus diesem Institut # 


1 Siehe die Zusammenfassung von H. v. Euler, Hereditas 18, 61, 1929. 

2 Euler und H. Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10B, Nr. 6, 1929; 
Naturwissenschaften 17, 289, 1929; Euler, Hellstré6m und Runehjelm, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 182, 205; Euler und Runehjelm, ebendaselbst 185, 74, 1929. 

3 Euler und Runehjelm, Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi 10 A, Nr. 10, 
1930; Euler, Hellstr6m und Runehjelm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 187, 
127, 1929. 

4 Euler und Josephson, Liebigs Ann. 452, 158, 1927; Euler, K. Zeile 
und Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 42, 74, 1930. 
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sehr wahrscheinlich, daf das an Porphyrinreste gebundene Eisen einen 
wesentlichen Bestandteil der Katalase bildet. 

Aber abgesehen vom Eisengehalt der Katalase ist ja die Chlorophyll- 
bildung mit der Eisenkonzentration in den Zellen sicher eng verkniipft, 
was ja auf Grund der bei Eisenmangel eintretenden Chlorose schon 
lange allgemein angenommen wird. Die dem Eisen iiberhaupt zu- 
geschriebene Rolle als Oxydo-Reduktionskatalysator kommt beziiglich 
der Chlorophylibildung méglicherweise zum Teil dem freien Eisen zu. 
Jedenfalls muBte es meine erste Aufgabe sein, mich iiber die Kon- 
zentration des Gesamteisens im studierten Material zu orientieren. 

Es hatte sich bei den friiheren Untersuchungen aus diesem Institut 
gezeigt, dab die Katalasewirkung der bei etiolierten Keimlingen gelben 
(normalen, griinen) Keimblatter bei allen bis jetzt untersuchten Mutanten 
vom Albinatypus ohne Transgredienz einer Mendelspaltung unterliegt. Es 
ist ferner schon darauf hingewiesen worden, daB die Katalasearmut 
der chlorophyll-defekten Gerstenmutanten nicht an die Fertigbildung 
des Chlorophylls gebunden ist, denn auch in etiolierten Mutanten 
zeigt sich ein analoger Katalaseunterschied. Es besteht deswegen 
die Aufgabe, diejenige Vorstufe des Chlorophylls zu suchen, welche 
sich bei der Mendelspaltung als direkt abhangig vom normalen Katalase- 
gehalt erweist. Unter den chlorophyllbedingenden Konzentrationen 
waren in erster Linie neben Magnesium und Eisen die Porphyrine 
in Betracht zu ziehen!, und zwar aus verschiedenen Griinden, besonders 
aber wegen der nahen Beziehungen der Porphyrine zum Chlorophyll 
selbst. 

Es galt also, an chlorophyll-defektem Material das Eisen zu_be- 
stimmen, und zwar kamen fiir mich zunachst die chlorophyll-defekten 
Keimblatter von Gerste in Betracht. Das zur Verfiigung stehende 
Material war also immerhin begrenzt und es handelte sich um die Aus- 
arbeitung einer Mikromethode, welche gestattete, Mengen von etwa 
10» pro Kubikzentimeter mit einer Genauigkeit von wenigstens 20°, 
zu bestimmen. 

Zum Studium der Entwicklungslinien des Chlorophylls haben wir 
neben chlorophyll-defekten Mutanten auch Faille von infektiéser Chlorose 
und von Panaschiiren herangezogen. Der Fe-Gehalt der letzteren 
bietet besonderes Interesse. 


Methodisches. 


Veraschung. Etwa 30 Keimblatter wurden am Samenkorn ab- 
geschnitten, zwischen Filtrierpapier getrocknet, fein geschnitten und 


1 Vgl. Euler und Runehjelm, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10A, Nr. 10, 
1930. 
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gewogen und hierauf 20 Stunden bei 70° und 24 Stunden bei 100° 
getrocknet und wiederum zur Wagung gebracht. Dieses letztere Ge- 
wicht wird im folgenden als Trockengewicht bezeichnet: es Anderte 
sich bei weiterem Erhitzen auf 100° nicht mehr. Die Trockensubstanz 
wurde iiber freier Flamme verascht und dann im elektrischen Ofen 
bei 600° 4 Stunden lang gegliiht. 


Die in dieser Weise erhaltene Asche wurde in lcem Fe-freier 
2n HCl gelést und die Lésung mit 2 Tropfen 30°, igen Hydroperoxyds 
(Merck) versetzt, um eventuell vorhandenes zweiwertiges Eisen zu 
oxydieren. Die Lésung wurde hierauf auf dem Wasserbad vorsichtig 
bis zur Trockenheit eingedunstet. Der Riickstand wurde wieder in 
leem 2n Fe-freier HCl gelést und die Analyse wurde dann direkt 
im Tiegel ausgefihrt. 


Ich benutzte die von Friedenthal und Lachs'! angegebene Methode, 
welche darin besteht, daB man die Rotfirbung, welche das Eisensalz 
auf Zusatz von Rhodanid gibt, kolorimetrisch bestimmt. Man erhalt 
eine wesentliche Vertiefung der Farbe, wenn man die wasserige Lésung 
des Eisenrhodanides mit Athylacetat ausschiittelt und dann die Athyl- 
acetatschicht zur kolorimetrischen Messung verwendet?. Bereits bei 
der ersten Ausschiittelung geht nimlich das gesamte Eisenrhodanid 
in das Athylacetat iiber, selbst wenn man das Volumen des letzteren 
Lésungsmittels etwas kleiner waihlt als das der wasserigen Lésung. 
Die Farbung der Athylacetatlésung ist mehrere Stunden unverandert 
haltbar. 


Lésungen. 2n Chlorwasserstoffsiure. 10°, ige Ammoniumrhodanid. 


Zu jeder Analysen-Reihe werden gleiche Teile der Salzsiure und 
der Rhodanidlésung gemischt und mit Athylacetat ausgeschiittelt, bis 
dieses sich nicht mehr farbt. 


Zu jeder Probe wird verwendet: der oben  beschriebene 
Gliihriickstand (Inhalt des Tiegels) leem + 2cem [HCl 


Ammoniumrhodanid]; diese Mischung wird mit 2 ccm Athylacetat 
ausgeschiittelt. 


Die so erhaltenen Proben werden mit Standardproben von be- 
kanntem Eisengehalt verglichen, welche analog wie die Asche behandelt 
worden waren. Der kolorimetrische Vergleich geschah in einem 
Dubosquekolorimeter mit MikrogefaBen, in welchen man mit | cem 
gefarbter Lésung arbeiten konnte. Die Genauigkeit dieser analytischen 
Methode geht aus folgender Tabelle hervor. 


1 Friedenthal und Lachs, diese Zeitschr. 32, 130, 1911. 
2 Schénheimer und Oshima, Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 254, 1929. 
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Albina T: 1928 — 1254; griine Keimblatter am neunten Keimungstag. 
> 





Fe reduziert auf 100 mg 


Frischgewicht Trockengewicht Asche Fe gefunden Trockengewicht 
mg mg mg ; 
2378 196 13,3 11.6 5,9 
2415 200 13,8 10,9 5,5 
2731 298 14.3 11,8 5,7 
2596 220 14,3 12,3 5,6 


Zunachst wurden nun Bestimmungen an Gerstenkeimlingen aus- 
gefiihrt, welche im Dunkeln gekeimt (etioliert) waren. 





Albina I: 28 — 1254; Keimblatter 9 Tage, unbelichtet. 
; Fe reduziert auf 100mg 
Bache Frischgewicht Trockengewicht Fe gefunden : 5 nor conn tay 
ng mg 
Gelb 1920 154 8,2 5.3 
Gelb 1755 154 8.0 6.0 
Weib 2925 158 7,3 4.6 
Weib 1941 139 77 5,5 


Um zu ermitteln, ob zwischen griinen und weiben Gerstenkeim- 
blattern ein Unterschied hinsichtlich des Total-Fe besteht, wurden 
sowohl griine als weibe Blatter nach der Belichtung analysiert. 


Albina Ll: 28 — 1254; Keimblatter belichtet. 





veimlinge . Fe reduz. auf 100 mg 
Keimlinge Frischgewicht Trockengewicht Fe gefunden é eee t ot 
Keimtage Farbe mg mg j , 
9 Griin 2378 196 11.6 5.9 
Y Griin 2415 200 10.9 5.3 
9 Griin 9731 41908 11.8 57 
9 Griin 2596 220) 12.3 5.6 
9, Wei 2185 173 9,7 5.6 
Ss Web 1502 121 8.2 6.8 
8 Griin 1798 167 10,2 6.1 


Es lag nun nahe, zu untersuchen, ob die Kérner, welche chlorophyll- 
defekte Keimblitter erzeugen, Eisenmangel aufweisen. 





Das Resultat war folgendes: 
Albina I: 28 1254; Korner + Wurzeln, 10 Tage, belichtet. 

od c : Fe reduziert auf 100 mg 

Trockengewicht Fe gefunden Trockengewicht Bemerkungen 
mg ; } 
142 10.5 7.4 Keimblitter griin 
153 10.8 ‘ie Keimblatter griin 
114 9,7 8,9 Keimblatter weifi 
121 93 if Keimblatter weii 
135 10.5 (8 Keimbliatter griin 
148 10,3 (,0 Keimblatter griin 
120 10,7 8.9 Keimblatter weif 
107 9,3 8,4 Keimblatter weif 





ZW 
im 


de’ 


au 
Ve 
Li 
in 

In 


Pa 
erl 
zel 
Fe 
bli 
rei 


Re 











Mikro-Eisen-Bestimmungen an chlorophyll-defekten Blattern. 485 


Die analytischen Resultate geben also keine Stiitze dafiir, dab 
zwischen Keimblattern oder Koérnern + Wurzeln ein Unterschied 
im Gesamt-Fe-Gehalt zwischen chlorophyll-normalen und chlorophyll- 
defekten Mutanten besteht. 


Ahnliche Eisenbestimmungen wurden an einem anderen Material 
ausgefiihrt, welches wir ebenfalls Herrn Prof. Dr. H. Nilsson-Ehli 
verdanken, nimlich an Xantha I (= der friiher als Gul I bezeichneten 
Linie). Das Material stammt aus dem Jahre 1927. Es spaltete normal 
in 25°, gelbe chlorophyll-arme und 75°,, griine chlorophyll-normale 
Individuen. 


Xantha I: 27 1107; Keimblitter, 8 Tage belichtet. 





Fe reduziert auf 100mg 


Farbe Frischgewicht Trockengewicht Fe gefunden Trockengewicht 
ng ng 
Griin 1749 124 9.4 7,6 
Griin 1927 134 18.4 13,7 
Gelb 1256 92 11.5 12.4 
Griin 2218 157 15,4 9,8 
Griin 2367 174 14,3 8,2 
Gelb 2042 153 12.6 8,2 


Versuche mit Tradescantia. 


Zum Vergleich mit den Gerstenmutanten wurde nun ein Fall von 
Panaschierung untersucht, und zwar die leicht in gréBerer Menge zu 
erhaltenen buntblattrigen Tradescantia. Wie die folgende Tabelle 
zeigt, ergab sich einerseits, daB cie Tradescantiaklatter sehr viel mehr 
Fe pro Trockengewicht des Blattes enthalten als ‘unsere Gerstenkeim- 
blatter und ferner, daB die weiBen Teile der bunten Blatter sehr erheblich 
reicher an Fe sind als die griinen Teile. 


Tradescantia. 





Fe reduziert auf 100mg 


Taste Frischgewicht Trockengewicht Fe gefunden lrockengewicht 
mg mg 
Griin 959 54.9 23,7 43,1 
Griin 835 49.6 29,5 dai 
Weik 627 25.1 23.0 | vanene A 
Weil 610 24,7 22,1 89,5 
Grin 375 25.5 5,8 22,7 
Griin 288 16.8 4.1 24.4 
Sain : =e yo ¢ PHanze B 
Wei 340 17,3 8.4 48.6 | 
Weib 306 15,7 7.6 48.4 


Auch hier ist der Hinweis zu wiederholen, daB das analytische 


Resultat den gesamten Fe-Gehalt betrifft. Dies Ergebnis ist zum Aus- 
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gangspunkt fiir eine Untersuchung zu machen, ob Unterschiede hin- 
sichtlich des organisch gebundenen Eisens nachgewiesen werden kénnen. 


Zusammenfassung, 

An chlorophyll-defekten Blattern wurden Mikroanalysen des 
Gesamteisengehaltes nach Friedenthal-Lachs-Schénheimer-Oshima aus- 
gefiihrt. 

Wahrend sich kein Unterschied im Gesamteisengehalt zwischen 
chlorophyll-defekten und chlorophyll-normalen Blattern von Gerste 
(Albinatypus) erkennen lieB, zeigten weibe, chlorophyll-arme Trades- 
cantia-Blatter einen mehr als doppelt so hohen Gehalt an Gesamt-Fe 
als normale Blatter. 
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Uber die Beeinflussung der Histaminwirkung durch Kolloide. 


Von 
A. Bernfeld'. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Berlin.) 


(Eingegangen am 12. Juni 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Einleitung. 

In dieser Arbeit habe ich untersucht, welchen EinfluB Kolloide 
auf die Histaminkontraktion eines tiberlebenden, in physiologischer 
Salzlésung suspendierten Meerschweinchendiinndarmes haben. Solche 
Einfliisse kénnen eine Rolle spielen, wenn man wisserige Gewebs- 
extrakte auf ihren Gehalt an histaminahnlichen Stoffen biologisch 
untersucht und die Wirkung dieser Extrakte mit der Wirkung einer 
reinen Histaminlésung vergleicht. Ich habe darum nicht nur den 
EinfluB kiinstlich hergestellter Talkum- und Kaolinsuspensionen 
untersucht, sondern auch Versuche dariiber angestellt, wie wasserige 
Muskelextrakte die Histaminkontraktion des Daymes_beeinflussen. 
Es ware z. B. méglich, daB Adsorptionsvorginge zur Erklarung der 
von Best, Dale, Dudley und Thorpe? gemachten Beobachtung heran- 
gezogen werden kénnten, da sich nimlich Histamin, welches man 
verschiedenen Arten von Organbrei zusetzt, weder mit ‘chemischen 
noch mit biologischen Methoden quantitativ aus dem Organbrei heraus- 
holen und nachweisen 1aBt. 

Bisher liegen nur vereinzelte Beobachtungen iiber den EinfluB 
von adsorbierenden Suspensionen auf die Histaminwirkung vor. 
Léffler und Spiro*® haben gefunden, daB Zusatz von Serum und in- 
aktivierter Ascitesfliissigkeit zur Suspensionsfliissigkeit die Histamin- 
kontraktion des Darms verstarkt, wiahrend Zusatz von Tragant, Gelatine 
und Gummi arabicum die Kontraktion hemmt. ,,[m Gegensatz hierzu 


1 Mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 

2 C. H. Best, H.H. Dale, H. W. Dudle uy und W.V. Thorpe, Journ, 
oi Physiol. 62, 397, 1927. 

3 W. Léffler und K. Spiro, Kolloidzeitschr. 26, 27, 1920. 
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wirkt das Histamin bei intraperitonealer Injektion am lebenden Meer- 
schweinchen starker, wenn es in einfacher physiologischer Salzlésung 
injiziert wird**!. 

Methode. 


Der Meerschweinchendarm wurde nach der von Guggenheim und 
Léffler® zuerst fiir den biologischen Nachweis biogener Amine angegebene 
Methode in Thyrodelésung suspendiert. Der Inhalt des Bades, in welchem 
sich das Darmstiick befand, betrug 19 c¢mm. Diesem Bade wurde entweder 
0.0025 mg Histamin zugefiigt, oder die Histaminlésung wurde mit 25 bis 
250 mg Kaolin oder Talkum oder mit frischem Muskelextrakt versetzt. 
Die injizierte Menge betrug immer | cem, so daB die Histaminkonzentration 
des Bades immer |: 8 Millionen war. Kaolin und Talkum kamen als Sus- 
pensionen von 0,5°,, in Thyrodelésung in Anwendung. Der Muskelextrakt 
wurde in der Weise hergestellt, daB Meerschweinchenmuskel im Morser mit 
etwas destilliertem Wasser zerrieben wurde: der Extrakt wurde zentri- 
fugiert und bis zu 0.5¢mm der obenstehenden Fliissigkeit wurden zur 
Injektion verwendet. 

Versuchsergebnisse. 

In den verwendeten Konzentrationen hatten weder Kaolin und 
Talkum noch der wasserige Muskelextrakt eine Wirkung auf den 
Meerschweinchendarm. 

Die Histaminkonzentration 1:8 Millionen rief stets eine deutliche, 
aber submaximale Kontraktion des Darms hervor (s. Kurve I und I] 
in Abb. 1). 





Abb. 1. 


Wirkung einer Histaminkonzentration 1:8 Millionen auf ein Stick eines isolierten 
in Thyrode aufgehangten Meerschweinchendiinndarmes ohne (1 und IT) und mit (IV bis VII) 
Zusatz verschiedener Talkummengen. Einzelheiten im Text 


Die Histaminkontraktion wurde durch Talkum, Kaolin und Muskel- 


extrakt in gleicher Weise beeinfluBt. Geringe Konzentrationen dieser 


1G. W. Schmidt, und A. Stdhelin Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 60, 
222, 1929, zitiert nach W. Feldberg und E. Schilf, Histamin, seine Pharma- 
kologie und Bedeutung fiir die Humoralphysiologie. Verlag Julius Springer, 


1930, S. 93. 


2 M. Guggenheim und W. Léffler, diese Zeitschr. 72, 303, 1916. 
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Stoffe erhéhten die Wirkung des Histamins, bei hGheren Konzentrationen 
trat wieder eine Abnahme der Histaminwirkung ein, so daB die Kon- 
traktion sogar geringer ausfallen konnte als nach einer reinen gleich 
starken Histaminlésung. Abb. 1 zeigt den EinfluB verschiedener 
Mengen zugesetzten Talkums auf die Histaminkontraktion. Kurve | 
und ITI stellt die Kontraktion nach Histamin 1:8 Millionen dar; in 
Kurve III wurde der Histaminlésung 2,5 mg, in Kurve lV 25 mg, 
in Kurve V und VI 125 mg und in Kurve VII 250 mg Talkum als Sus- 
pension zugefiigt. Die Histaminkontraktion wurde erst verstarkt 
(Kurve III und IV) und dann iiber ein Maximum gehend erniedrigt. 
Nach Zufiigen von 250 mg Talkum zur Histaminlésung fiel die Kon- 
traktion deutlich schwicher aus (Kurve VII) als die einer reinen 
Histaminlésung. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Die Eigenschaft oberflichenaktiver Stoffe, den Ablauf von Re- 
aktionen zu beschleunigen bzw. auszulésen oder zu verstarken, ist be- 
kannt. Unsere Versuchsergebnisse kénnen so gedeutet werden, dab das 
an der Adsorbensoberfliche adsorbierte Histamin in einer anderen 
gleichsam héheren Konzentration vorliegt als in der Lésung. Die Wir- 
kung der Summe des nichtadsorbierten und des adsorbierten Histamins 
wird also gréBer sein als die derselben Histaminmenge ohne Adsorbens. 
Dadurch kommt es beim Zufiigen geringer Mengen des Adsorbens 
zu einer Verstirkung der Histaminkontraktion (Kurve III und IV). 
Die steigernde Wirkung des Adsorbens wird offenbar ihr Maximum 
erreicht haben, wenn sie gerade ausreicht, die vorhandene Histamin- 
menge zu adsorbieren. Wird die Adsorbensmenge gréBer, so sinkt die 
Histaminkonzentration auf ihrer Oberfliche, und die Wirkung muB 
kleiner werden. Bei groBen Adsorbensmengen kann durch die weit- 
gehende Verteilung auf groBer Oberfliche die Histaminkonzentration 
auf der Oberfliche unterschwellig werden; die Folge davon ist, daB 
die Wirkung vollstandig aufhért. Diese Erklirung haben Fodor, Bernfeld 
und Schénfeld' fiir eine ahnliche Beeinflussung der peptischen Aktivitat 
von Hefemazeraten durch Kaolin gegeben. Geringe Kaolinmengen 
erhéhten die peptische Aktivitaét, gréBere Kaolinmengen verminderten 
sie; die Erhéhung trat also auch nur bei unvollstandiger Adsorption 
des wirksamen Prinzips ein, wahrend nahezu vollstandige Adsorption 
der Aktivitat zu einer Verminderung der Wirkung fiihrte. 


Obzwar sicher nicht alle Kolloide Histamin adsorbieren, ist es még- 
lich, daB die einleitend angefiihrten Beobachtungen von Best, Dale, 


' Fodor, A. Bernfeld und R. Schénfeld, Kolloidzeitschr. 37, 32, 1925; 
Fodor und Ch. Epstein, ebendaselbst 38, 32, 1925. 


| 
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Dudley und Thorpe auf Adsorptionsvorginge zuriickzufiihren sind. 
Weiter zeigen unsere Versuche, da wir bei quantitativem Nachweis 
histaminahnliche Stoffe in Organextrakten die Anwesenheit und Menge 
von adsorbierenden Kolloiden weitgehend beriicksichtigen miissen. 


Zusammenfassung. 

Wird dem isolierten in Thyrode aufgehangten Meerschweinchendarm 
Histamin in einer Kaolin- oder Talkumsuspension oder mit frischem 
Muskelextrakt zugefiigt, so kommt es bei geringen Konzentrationen 
dieser Adsorbentien zu einer Verstarkung, bei hdheren Konzentrationen 
zu einer Abschwachung der Histaminkontraktion des Darms. 


Herrn Prof. FE. Schilf und Herrn Dr. W. Feldberg danke ich fiir 


ihre Unterstiitzung bei Ausfiihrung der Arbeit. 
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Uber einfache Darstellung von Methylglyoxal-lésungen. 


Von 


Carl Neuberg und Eduard Hofmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem 


Durch zahlreiche und von den verschiedensten Gesichtspunkten 
aus immer wieder vorgenommene Untersuchungen, die sich iiber die 
Jahre 1913 und 1930 erstrecken, ist das Methylglyoral in den Mittel- 
punkt der Reaktionsfelgen bei den diversen Formen des Zuckerabbaues 
geruckt. Diese Tatsache kommt darin zum Ausdruck, da sowohl 
die Bildung des Methylglyoxals aus Zucker als auch die Weiter- 
verarbeitung dieses Ketonaldehyds sel es zu Milchsaure, sei es zu 
Brenztraubensaure jetzt sicher erwiesen und als eine von vielen 
Zellarten bewirkte Leistung erkannt ist. Da unter diesen Umstainden 
das Methvlglvoxal wohl in Zukunft noch 6fter als Substrat fiir chemische 
und biochemische Versuche dienen wird, so ist es erwiinscht, eine einfache 
und wohlfeile Methode zur Bereitung dieses wichtigen Stoffes zu be- 
sitzen. Vor langerer Zeit haben Neuberg, Farber, Levite und Schwenk! 
gezeigt, da die Triosen bei der Destillation mit 20°, iger Schwefel- 
siure praktisch quantitativ in Methylglyoxal tibergefiihrt werden; 


ein gleiches Verfahren haben Sjollema und Kam? benutzt. Die 
Methode von Fischer und Taube zur Gewinnung von wasserfreiem 


Methylglyoxal ist heute schwer anwendbar; denn das dafiir bendtigte 
reine und wasserfreie Dioxyaceton kommt gegenwartig nicht mehr 
im Handel vor: auBerdem sind die Ausbeuten nach den Angaben 
der Autoren nicht sonderlich gut (35 bis 40°,), weil bei Behand- 
lung der Substanz mit P,O, ein Teil der Triose verkohlt und zu- 
nichst ein P-haltiges Reaktionsprodukt entsteht®. Abgesehen davon, 


1 C. Neuberg, E. Farber, A. Levite und E. Schwenk, diese Zeitschr. 83, 
263, 1917. 

2 B. Sjollema und A. JI. H. Kam, Chem. Centralbl. 1917, I, 310. 

3 H.O. L. Fischer und C. Taube, B. 57, 1502, 1924; 62, 865, 1929 
R. Kuhn und R. Heekscher, H. 160, 125, 1926. 
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daB es miihselig ist, sich Dioxyaceton selber in reinem Zustande 
herzustellen, ist es auf alle Fille wirtschaftlicher, von Dioxyaceton- 
lésungen ausgehend, nach dem vorhin erwahnten, fast 100°, Ausbeute 
liefernden Verfahren der Destillation mit 20°,iger Schwefelsaure 
Methylglvoxal zu bereiten. Insbesondere ist diese Prozedur fiir die 
Zwecke einer physiologischen Verwendung empfehlenswert, weil man 
ja fir den biologischen Versuch nur verdiinnte Methylglyoxal-losungen 
benétigt, wie sie durch die angefiihrte Art der Destillation sehr leicht 
erzielt werden kénnen. 


Beide Triosen, Glycerinaldehyd wie Dioxyaceton, liefern Methy]- 
glvoxal. Damit sind, wie im folgenden gezeigt wird, zwei Wege ge- 
geben, auf denen man geeignete triose-haltige Ausgangsmaterialien 
fiir die Herstellung des Methylglyoxals sich verschaffen kann. Gangbar 
ist einmal der rein chemische Weg, der in einer Oxydation von 
Glycerin zu mdglichst einwandfreier Glycerose, dem Gemisch der 
beiden Triosen, besteht, und sodann der biologische Weg, auf 
dem Glycerin mittels bestimmter Bakterien in Dioxyaceton umge- 
wandelt wird. 


I. Die chemische Methode. 


Seit den Untersuchungen von Fenton und Jackson! ist es bekannt, 
daB man mit Wasserstoffsuperoxyd plus Ferrosalz Glycerin in Glycerose 
iiberfiihren kann. Fiir die Ausfiihrung des Verfahrens hat W itzemann? 
eine genauere Vorschrift angegeben; sie besteht darin, daB 1 Mol 
Glycerin mit rund °/, Mol Wasserstoffsuperoxyd unter Zugabe von 
10°, der Glyceriamenge an Ferrosulfat in 10°, iger Lésung oxydiert 
wird. Bei diesem Vorgehen entstehen aus Glycerin neben Sauren 
betrachtliche Mengen Formaldehyd, der bei der spateren Destillation 
der Glycerose mit Schwefelsaure in das Methylglyoxal gelangt und 
es fiir viele Zwecke untauglich macht. Wir schrankten nun die 
Menge des Wasserstoffsuperoxyds derart ein, daB ein molekulares 
Verhaltnis zwischen Glycerin und Hydroperoxyd obwaltet; dann trat 
die Abspaltung von Formaldehyd so stark in den Hintergrund, daB keine 
stérenden Mengen mehr im schlieBlich gewonnenen Methylglyoxal 
zugegen waren. Die Bildung von organischen Saéuren aus Glycerin 
wurde allerdings nicht vermieden: dieselben konnten jedoch nach dem 
im experimentellen Teil angegebenen Verfahren aus der Rohglycerose 
praktisch restlos entfernt und damit vom Methylglvoxal ferngehalten 
werden. 


1 H.I.H. Fenton und H. Jackson, Chem. Centralbl. 1898, IT, L011. 
2? E. I. Witzemann, ebenda 1915, I, 782. 
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II. Die bioechemische Methode. 


Glycerin wird nach der bekannten Untersuchung von Bertrand! 
durch das Bakterium xylinum zu Dioxyaceton oxydiert. Wie Visser’t 
Hoofft? dargetan hat, list der Acetobacter suboxydans denselben Effekt 
aus, und die Verwendung dieses Bakteriums bietet den Vorteil, dab 
eine Weiteroxydation der einmal erzeugten Ketotriose unterbleibt. 
Man braucht nun keineswegs was an sich durchaus méglich ist 
aus den mit dem Acetobact. suboxydans erhaltenen Dioxyaceton- 
lésungen die Triose rein darzustellen, sondern man kann direkt, sobald 
das maximale Reduktionsvermégen erreicht ist, d. h. nach 5 bis 10 Tagen 
(siehe den experimentellen Teil), nach Entfernung der Bakterienmasse 
die Kulturfliissigkeit mit Schwefelsaure destillieren und so auf Methy!l- 
glyoxal verarbeiten. Da der Gehalt an Schwefelsiure auf héchstens 
20°, zu bemessen ist, kommt eine Bildung von Acrolein aus un- 
angegriffenem Glycerin nicht in Betracht. Organische Sauren sind im 
Falle der biologischen Gewinnung in minimaler Menge vorhanden. 


Bei den Destillationen bietet ein Ersatz der Schwefelsiure durch 
Phosphorséure keinen Vorteil. Eine Erhéhung der Ausbeute durch 
Zugabe von Aluminiumsulfat, das Sjollema und Kam (a.a.O.) empfohlen 
haben, konnte nicht festgestellt werden. 


Dai die auf beide Weisen gewonnenen Methylglyoxal-lésungen 
frei von Substanzen sind, welche die Vornahme unserer biologischen 
Experimente oder Desaminierungsversuche eventuell hatten gefahrden 
kénnen, wurde fiir das nach beiden Verfahren bereitete Methylglyoxal 
durch Dismutationsversuche erwiesen. Der Gehalt der Lésungen 
an Methylglyoxal kann in tiblicher Weise, sei es durch Herstellung 
des Bis-2, 4-di-nitro-phenylhydrazons oder durch jodometrische Be- 
stimmung ermittelt werden. Von der Verwendung anderer Erreger, 
die ebenfalls Dioxyaceton erzeugen, haben wir Abstand genommen: 
denn das von Virtanen und Bérlund® beschriebene Bakterium dioxy- 
acetonicum arbeitet nach den Angaben der Autoren langsamer; das 
gleiche gilt fiir die dem Sorbose-bakterium Adhnliche Mikrobe von 
Bernhauer und Schén‘4. 


A. Methylglyoxal aus Glycerose, die durch Oxydation von Glycerin durch 
Wasserstoffsuperoxyd gewonnen ist. 


Zunachst wurden nach den Angaben von Witzemann 100 g¢ Glycerin 
mit 10g Ferrosulfat, in 100 cem Wasser gelést, versetzt. Im Laufe von 


1G. Bertrand, Ann. Chim. et Phys. [8] 3, 181, 1904. 

2 F. Visser't Hoofft, Dissertation Delft 1925. 

3 A. I. Virtanen und B. Barlund, diese Zeitschr. 169, 169, 1926 
* K. Bernhauer und K. Schén, H. 177, 107, 1928 
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9 Stunden wurden bei einer Temperatur von 8 bis 13° 706 cem 6,55°,iges 
Wasserstoffsuperoxyd zugegeben. Die Lésung zeigte dann noch starke 
Wasserstoffsuperoxydreaktion, die nur sehr langsam abnahm; sie besaB 
kraftigen Geruch nach Formaldehyd und reagierte sauer. 

20cem der Lésung wurden mit 2 g konzentrierter Schwefelséure bzw. 
2,5cecm 84°, iger Phosphorsiure im Paratfinbad auf 10ccm _ eingeengt 
und darauf unter Ersatz des jeweils abdestillierten Wassers gema6 der Vor- 
schrift von Neuberg, Farber, Levite und Schwenk auf Methylglyoxal destilliert. 
Bei der Behandlung mit Schwefelsaure wurden 110cem Destillat mit 
0,37°, Methylglyoxal erhalten, bei der Destillation mit Phosphorséure 
1l0cem Destillat mit 0,36°, Methylglyoxal. Die gesamte Fliissigkeit 
wiirde 17,4 bzw. 17,1 g Methylglyoxal geliefert haben. 

Um die Entstehung von Formaldehyd einzuschranken oder zu vermeiden, 
wurde sodann nur 1 Mol Wasserstoffsuperoxyd auf 1 Mol Glycerin verwendet. 

100 g Glycerin und 10 g Ferrosulfat in 100 com Wasser wurden im Laufe 
von 8 Stunden bei einer Temperatur von 8 bis 13° mit 600 cem 6,15°,igem 
Wasserstoffsuperoxyd vermischt. Die Zugabe erfolgte in Mengen von | 
bis 5 ccm immer erst dann, wenn der vorher zugegebene Anteil verbraucht 
war. Die Flasche stand tiber Nacht im Ejisschrank. Am nachsten Tage 
war die urspriinglich rotgelbe Farbe der Lésung nach gelb umgeschlagen. 
Die Lésung reagierte schwach sauer, besaB aber keinen Geruch nach Form- 
aldehyd. Gesamte Fliissigkeitsmenge 780 ccm. 

25 cem davon wurden mit 2 g Schwefelsaiure im Paraffinbad auf 10 eem 
konzentriert und dann unter Ersatz des iibergegangenen Wassers destilliert. 
Methylglyoxal, woraus 


Aufgefangen wurden 90 ccm Destillat mit 0,57 
sich 16g Methylglyoxal fiir das gesamte Fliissigkeitsquantum ergeben. 
Zur Entfernung der organischen Saéuren sowie einer geringen Menge 


Formaldehyd wurde die ganze Lésung mit ausgewaschenem Calcium- 
ecarbonat versetzt, bis sie nur noch ganz schwach sauer reagierte. Dann 
wurde sofort filtriert und das erhaltene Filtrat im Vakuum bei 30 bis 35° 
zum Sirup eingeengt. Das Destillat enthielt Formaldehyd. Der Sirup 
wurde mit dem vierfachen Volumen absoluten Alkohols aufgenommen 
und mit '/, des Volumens an Ather vermischt; nach dem Filtrieren wurde 
die alkoholisch-atherische Lésung im Vakuum bei 25° eingeengt. Es 
hinterblieben 75g Sirup; er wurde mit 400 ccm Wasser versetzt, die zur 
Entfernung des Alkohols in vacuo wieder auf 150 cem eingeengt wurden. 

10 cem des Sirups, mit 2 g Schwefelséure destilliert, ergaben 120 ccm 
Destillat mit 0,76°,, der gesamte Sirup demnach 14,30 g Methylglyoxal. 
In den Lésungen war nur wenig Formaldehyd und Saure vorhanden. 
10 ccm neutralisierten 1 bis 6ccm n/10 Lauge, abhangig vom Grade der 
Neutralisation vor dem Einengen. 

Wenn man auf quantitative Ausbeute Wert legt, d.h. entsprechend 
langer destilliert, so erhalt man Lésungen mit 0,5 bis 0,6°, Methylglyoxal. 
Starkere Lésungen erzielt man, wenn die Destillation friiher abgebrochen 
wird. 


B. Dismutationsversuch mit Bact. lactis aerogenes und Methylglyoxal, das 
aus Glycerose dargestellt ist. 


Versuch 1. 


Methylglyoxal-lésung, entsprechend 1.0g Methylglyoxal, 306 ccm 
Bakteriensuspension mit 10,4 g Trockensubstanz, 10g sterile Kreide, mit 
Leitungswasser auf 1000 ccm aufgefiillt. 
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Versuch 2. 


Wie Versuch | mit Methylglvoxal, gewonnen aus reinem Dioxyaceton. 


i. rsuch a. 
Wie Versuch 1 ohne Bakterien-suspension. 


Alle drei Versuche wurden nach Sattigung mit Kohlendioxvd im Brut- 
schrank bei 37° unter haufigem Umschiitteln digeriert. Nach 17 Stunden 
war bei Versuch | und 2 das Methylglyoxal restlos verschwunden. Bei 
Versuch 1 hatten theoretisch 1,25 g Milchséiure entstehen miissen Nach 
EnteiweiBung der Lésung mit Kupferkalk-briihe ergab die Milchsaure- 
bestimmung nach Friedemann und Kendall! 1,22 ¢ Milchsaéure, also den 
theoretisch méglichen Ertrag. 


Im Blindversuch 3 blieb das Methylglyoxal unverandert. 


C. Abbau von Alanin durch das gleiche Methylglyoxal. 


0,8 g d,l-Alanin und 0,61 g Methylglyoxal in 100 com Wasser wurden 
nach Durchleiten von kohlensaure- und sauerstoff-freiem Stickstoff 14, Std. 
sowie unter Benutzung der von Neuberg und Kobel? angegebenen Appa- 
ratur gekocht. Es wurde die Bildung von Acetaldehyd, Kohlendioxyd 
und Ammoniak nachgewiesen. Demnach ist auch die verdiinnte Methy!- 
glyoxal-ilésung befahigt, die bemerkenswerte, von Neuberg und Kobel aut- 
gefundene Ammoniak-abspaltung zu bewirken. 


D. Methylglyoxal aus roher Dioxyaceton-lisung, die durch Oxydation von 
Glycerin durch Acetobacter suboxydans gewonnen ist. 


80 g Patzenhofer Hefe wurden durch Zentrifugieren mit Leitungswasse1 
gewaschen; durch halbstiindiges Kochen mit 1 Liter Wasser, Zentrifugieren 
und Filtration wurde ,,Hefenwasser“ bereitet. 

In drei ganz flache Erlenmeyer-Kolben kamen je 250 ccm dieses 
Hefenextrakts und 5g Glycerin. Zwei davon wurden nach dreimaligem 
Sterilisieren mit einer jungen Kultur von A. suboxydans beimpft. py-Wert 
der Lésung 6,6. Der dritte Kolben erhielt eine Zugabe von 0,85 ¢ 
primairem Kaliumphosphat und 0,5 «cm m/2 Phosphorséiure, wodurch das 
pu auf 4,9 sank. Nachdem auch dieser Versuch sterilisiert und beimpft 
worden war, wurden sie alle drei bei 27° aufbewahrt. Von Zeit zu Zeit 
wurde die Reduktionskraft nach der Methode von v. Issekutz-Both® gepriift 
und der pg-Wert kolorimetrisch ermittelt. 


Bei Versuch 3 mit Pufferzusatz war das Maximum der Reduktion 
bereits zwischen dem 5. und 7. Tage erreicht, bei Versuch 1 und 2 erst nach 
10 Tagen. Wahrend Visser’t Hoofft keine Angaben iiber den Eintlu® der 
Wasserstoffionen-konzentration gemacht hat, fanden Virtanen und Bdrlund 
das pqg-Optimum fiir das von ihnen benuizte Bakterium bei 5, Bernhauer 
und Schén bei 4 bis 4,8. 


1 7. E. Friedemann und A. 1. Kendall, Journ. of biol. Chem. 82, 23, 1929. 
2 C. Neubergund M. Kobel, diese Zeitschr. 185, 477, 1927; ISS, 197, 1927. 
3 B. v. Issekutz und J. v. Both, ebendaselbst 183, 298, 1927. 
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Versuch 1 und 2 Versuch 3 
Reduktionskraft, aus Reduktionskraft, aus 
Pu gedriickt in ecm der Pu gedriickt in cem der 

K, Fe(C N),-Lésung K, Fe(C N),-Lésung 

1. Tag 6.6 0 49 0 

> ue: 4.6 5,8 

4 5.6 4.6 

my ; - 4.5 6,2 

6. 5,1 5,3 

. a <r 5,0 5,9 4.5 6,3 

mm « ae 4.9 5,9 4.5 6.3 

i) 6,1 

Mm. » 48 6,2 - 

i. + oA 44 6,3 —_— 


Aus unseren Versuchen geht hervor, daB sich bei den Kulturen 
mit Acetob. suboxydans von selbst ein gewisser NSiuregrad  ein- 
stellte. Das Maximum der Reduktionskraft war bei dem gepufferten 
wie beim ungepuiferten Versuch gleich, wurde im gepufferten Ver- 


such aber friiher erreicht. Eimen Eintlu8 auf die Ausbeute hatte 
die Pufferung nicht. Das Dioxyaceton wurde hier quantitativ nach 
der Methode von Bertrand und mit Hilfe der von Virtanen und 
Bdérlund angegebenen Tabelle bestimmt. sei Versuch 1 und 2 waren 
am 10. Tage nach der Impfung 97,5°, des Glycerins zu Dioxy- 
aceton oxydiert. Nach 18 Tagen waren es 100°. Bei Versuch 3 


war bereits am 7. Tage eine 100 °,ige Umwandlung in Dioxyaceton 
nachzuweisen. 


Ferner wurde das Dioxyaceton (mittels Schwefelsiéiure-destillation) 
in Methylglyoxal tibergefihrt. 


Versuch 1 gab am 9. Tage 73,5°, Ausbeute, 


re a 88.49, 


10 cem der so erhaltenen Methylglyoxal-losung enthielten  lediglich 
so viel Saure, wie durch 0,5cem nKOH _ neutralisiert wurde. Da 
man durch direkte Verarbeitung der rohen Dioxyaceton -l6sungen 
nur Fliissigkeiten mit 0,5 bis 0,8°, Methylglyoxal gewann, so 
wurde die Dioxyaceton-lésung vor der Destillation bei 30° ein- 
geengt. Dabei traten keine merklichen Verluste ein, und bei der nach- 
folgenden Destillation gewannen wir nun Lésungen bis zu 2,4°, Methyl- 
glyoxal-gehalt. 


Ferner kann man verdiinntere Methylglyoxal-losungen durch Ein- 
engen im Vakuum bei 25 bis 30°, ohne wesentliche Verluste kon- 
zentrieren. 
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Vor der Destillation enthielten 100 cem Losung 
L7% 1.7 g Methylglvoxal, 
nach der Abdestillation von 50 ¢cm waren im Riickstand 
2.7% 1.35 ¢ Methylglyoxal 
und im Destillat 
0.2° Ol g 99 


145g Methylglyoxal 
LQccom der als Riickstand verbliebenen Lésung verbrauchten zu 


Neutralisation 0.6ccem n/10 Lauge: es war also keine wesentliche Saure 
bildung durch die Konzentration eimgetreten. 


EK. Eignung des so gewonnenen Methylglyoxals zur Dismutation durch 
obergiirige Hefe,. 


500 cem Gesamtflissigkeit mit 1.13 g Methylglyvoxal wurden mit 
40 ¢ Sinner-hcfe einen Tag bei 37° aut bewahrt ; dann war aller Ketonaldehyd 
verbraucht. In einem Kontrollansatz ohne Hefe war er erhalten geblieben. 
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